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Вперше з використанням методів неемпіричної квантової хімії на рівні теорії MP2/6-311++G(2df,pd)//B3LYP/6-311++G(d,p) 
проведено вичерпний конформаційний аналіз низки класичних мутагенів - похідних цитозину. Показано, що у всіх 
досліджених сполуках, окрім DCyt, модифікація заважає спарюванню як у мутагенній, так і B канонічній таутомерій формі 
цитозинц з основою - партнером по взаємодії. Цей ефект може знижувати їхній мутагенний потенціал. Встановлено також, 
що на досліджені молекули формально поширюється таутомерна гіпотеза Вотсона-Крика, оскільки час життя їхніх 
мутагенних таутомерів набагато перевищує характерний час, який витрачає машинерія біосинтезу ДНК на інкорпорацію 
однієї пари нуклеотидів. Можна очікувати, що саме в рамках цієї гіпотези вдасться адекватно пояснити механізми 
мутагенної дії №-аміноцитозин, М4-метоксицитозин, №-гідроксицитозин, №-дегідроцитозин, №-метилцитозин - саме ці 
мутагени мають енергетично вигіднішу імінну таутомерну форму, ніж амінну. 


Ключові слова: індуковані точкові мутації ДНК, М№4-аміноцитозин, М4-метоксицитозин, М4А-гідроксицитозин, N4- 
дегідроцитозин, №4-метилцитозин, внутрішньомолекулярна таутомеризація, енергія таутомеризації, перехідний стан, енергія 
активації Гіббса, час життя, конформаційні властивості, структурна нежорсткість, аналіз топології електронної густини, ab 
initio. 


BCTYII МАТЕРІАЛИ I МЕТОДИ 


Ця праця є логічним продовження попередньої 
роботи [1] i присвячена дослідженню N4- 
аміноцитозину (‘amCyt), №4-метоксицитозину 
(‘moCyt), М№4-гідроксицитозину (‘hoCyt), N4- 
дегідроцитозину (DCyt) i №4-метилцитозину (^meCyt) 
класичних мутагенів | - похідних цитозину, 
експериментальні дані (здебільшого 
феноменологічного характеру) щодо мутагенної дії 
котрих є доволі розлогими і вичерпними [2-13]. 
Аналіз літератури [14-18] показує, що молекулярні 
механізми цього біологічно важливого феномену так 
до кінця i не з'ясовані. Це, зокрема, пов'язано із тим, 
що в літературі відсутні вичерпні фізико-хімічні дані 
стосовно конформаційних властивостей цих мутагенів 
та процесів їхньої внутрішньомолекулярної 
таутомеризації [19]. Ця робота покликана заповнити 
цю прогалину. 


Як об'єкт дослідження ми вибрали деякі класичні 
мутагени - похідні цитозину, а саме — ЗатіСуї, ^moCyt, 
^hoCyt, DCyt 1 meCyt, феноменологічні ефекти 
мутагенної дії яких найкраще представлено в 
літературі [7-13] з-поміж сполук аналогічної будови. 
Предмет нашого вивчення - фізико-хімічна природа 
процесів  внутрішньомолекулярної  таутомеризації 
досліджуваних мутагенів та їхні конформаційні 
властивості, включаючи структурну нежорсткість. Ця 
важлива з біологічної точки зору біофізична 
інформація є запорукою з'ясування елементарних 
фізико-хімічних механізмів їхньої мутагенної дії на 
ДНК. Нами обрано  квантово-хімічний метод 
дослідження на рівні теорії МР2/6- 
311++G(2df,pd)//B3LYP/6-311++G(d,p), який добре 
зарекомендував себе для подібного кола задач [23]. 

Квантово-хімічні розрахунки геометричної та 
електронної будови досліджуваних об'єктів 


проведено на рівні теорії DFT B3LYP/6-311++G(d,p) у 
вакуумному наближенні, яке для цієї задачі є 
адекватним (24,25). При цьому перехідні стани 
перетворення основ ідентифікували методом STQN 
[26, 27). Усі зоптимізовані структури перевірено на 


стійкість за відсутністю уявних частот y їхніх 
коливальних спектрах, які розраховували у 
гармонійному наближенні. Квантово-хімічні 


розрахунки проведено із використанням програмного 
пакету *"GAUSSIANO?" для платформи Win32 [29]. 
Розподіл електронної густини у досліджуваних 
основах та перехідних станах їхнього взаємного 
перетворення аналізували, використовуючи теорію 
Бейдера “Атомів у молекулах” [30] та хвильові 
функції, отримані на pisni теорії B3LYP/6- 
311++G(d,p). Н-зв’язки [31] встановлювали за 
наявністю критичної точки (3,-1) між двома валентно 
незв'заними атомами. Топологію електронної густини 
аналізували за допомогою програмного пакету 
AIM2000 [32], використовуючи стандартні опції. При 
цьому енергію внутрішньомолекулярних Н-зв'язків 
визначали за формулою, запропонованою авторами 
роботи [33] Енв=0,5У(®), де V(r) - значення локальної 
потенцальної енергії в критичній точці Н-зв'зку. 
Константи швидкості для прямої та зворотної 


таутомеризації розраховували за формулою 
2 
Rf = (фи 
k =Г.- ен [34], де Г=1+— і Е 
24 КТ 
МНОЖНИК Вігнера, що враховує тунелювання 


(позначення ті ж самі, що 1 в роботі [34]). Середній 
час життя (час релаксації) т та час напіврозпаду 


E 
тек, 
Ту» =T:ln2 [35]. Зазначимо, що усі значення енергії 


Гіббса, якими оперують автори, наведено для 
стандартних умов, а енергії активації Гіббса 
відповідають переходам із низькоенергетичного 
конформаційного стану у високоенергетичний, а не 
навпаки. Відносні енергії Гіббса відраховуються від 


(напівжиття) обчислювали як 
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енергетичної найвигіднішої структури з нульовою 
енергією. 


РЕЗУЛЬТАТИ ТА ЇХ ОБГОВОРЕННЯ 


Стаття організована у такий же спосіб як 1 
попередня [1]. Тому виклад отриманих результатів MH 
розпочинемо із аналізу базової молекули - цитозину 
(Cyt). Нами встановлено, що Cyt є структурно- 
нежорсткою молекулою (рис. 1). ЇЇ інтерконверсія 
відбувається трьома  топологічно 1 енергетично 
нееквівалентними шляхами - площинною інверсією 
непланарного амінного фрагмента 2САМАН» через 
перехідний стан TS; та двома анізотропними 
поворотам (за 1 проти годинникової стрілки) 
аміногрупи навколо екзоциклічного зв'язку C4N4 
через перехідні стани TS, та TS3. Оскільки площинній 
інверсії відповідає енергія активації Гіббса лише 0,06 
ккал/моль (що, з одного боку на порядок менше, ніж 


КТ за кімнатної температури, а з іншого - під 
бар'єром інверсії не поміщається бодай один 
(нульовий) коливальний рівень компетентного 


коливання (212, 1см') частота якого стає уявною 
(1154,6cw `") y перехідному стані площинної інверсії 
TS,), то вона відбувається у вигляді ангармонійного 
надбар'єрного  віялового коливання аміногрупи 
великої амплітуди. Плоскосиметричному бар'єрові 
повертання аміногрупи, коли вільна електронна пара 
(ВЕП) амінного атома азоту N4 спрямована до атома 
водню при атомі C5 (№3С4М4Н!=56,6°; МЗСАМАН»-- 
56,59; HN4H=104,8°) відповідає помітно менша 
енергія активації Гіббса (11,85 ккал/моль), ніж у 
другому випадку, коли ВЕП зорієнтована до атома М3 
(15,85 ккал/моль) (М З САМАН|- 120,69; МЗСАМАН»-- 
120,65; HN4H-107,4?). Це пов'язано із тим, що 
притягувальні взаємодії у першому випадку (ВЕП з 
НС5 та амінних атомів водню з ВЕП N3) замінюються 
на відштовхувальні (ВЕП № 1 N3 та амінних атомів 
водню з атомом водню при атомі C5). 
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Рис. 1. Інтерконверсія Ta внутрішньомолекулярна таутомеризація цитозину у основній таутомерній формі Ta конформаційні 
перетворення його мутагенного таутомера (тут і нижче біля кожної структури вказана її відносна енергія Гіббса у ккал/моль 


за стандартних умов). 
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Рис. 2. Конформаційні перетворення amCyt у основній та мутагенній таутомерних формах та його внутрішньомолекулярна 


таутомеризація. 
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Рис. 3. Інтерконверсія moCyt у основній та мутагенній таутомерних формах, внутрішньомолекулярна таутомеризація та 
конформаційні перетворення його мутагенного таутомера. 
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Рис. 4. Інтерконверсія hoCyt у основній ra мутагенній таутомерних формах, внутрішньомолекулярна таутомеризація та 
конформаційні перетворення його мутагенного таутомера. 
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Рис. 6. Інтерконверсія DCyt y основній ra мутагенній таутомерних формах, внутрішньомолекулярна таутомеризація та 
конформаційні перетворення його мутагенного таутомера. 
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Таблиця 1. Основні кінетичні характеристики внутрішньомолекулярної таутомеризації основ ДНК досліджених 


мутагенів - похідних цитозину. 


Перехід AAG, Кс" т, с Ту», С AG, K 
ккал/моль ккал/моль 
'amCyt»'amCyt* 35,49 57410" | 174103 | 121103 -0,94 4,90 
'amCyt*—*amCyt 36,43 117107" | 8,53-10° | 59110" 0,94 0,20 
|  "mecy—meCy* — | 3545 | 62010" | 1,61107 | 11210" | 134 | on | 
"meCyt*—meCyt 34,11 5,9207 | 1,609.10" | 117410? -1,34 9,55 
‘moCyt—*moCyt* 35,44 633410" | 1,5810" | 1,09-10° -7,18 1,85-10° 
"moCyt*—"moCyt 42,62 343410" | 292410" | 202-410" 7,18 5,41-10° 
DCyt—DCyt * 39,74 440-10 | 22741019 | 157-109 -5,97 2,40-10* 
DCyt* DOyt 45,71 1,8310?! | 5,4510? | 3,7810? 5.97 4,1710? 
"hoCyt—"hoCyt* 35,97 2,5810 | 3,8810P | 2,69-108 -7,16 1,79-10° 
"hoCyt*—"hoCyt 43,13 14410 | 693-105 | 48110!" 7,16 5,59-10° 
Перехід AAG, Кс" т, с Ту», С AG, K 
ккал/моль ккал/моль 
"amCyt—"amCyt* 35,49 5,410 | 174103 | 121-10" -0,94 4,90 
'amCyt*—"amCyt 36,43 11710 ^ | 853103 | 591103 0,94 0,20 
“meCyt—*meCyt* 35,45 6,20:10'* | 1,61:10° | 112103 1,34 0,11 
Г ‘meCyt*"meCyt — | 3411 | 5,9210" | 169107 | 117107 | -134 | 9,55 | 
*moCytmoCyt* 35,44 633.10 | 1,5810P | 109-107 -7,18 1,85-10° 
‘moCyt*—*moCyt 42,62 34310 | 292410" | 202-410" 7,18 5,41-10° 
DCyt>DCyt * 39,74 440.10" | 227401 | 157-410! -5.97 2,40-10" 
DCyt*—>DCyt 45,71 1834107 | 545410" | 3,78-10°° 5,97 4,17-10? 
"hoCyt—"hoCyt* 35,97 2,58:107^ | 3,88-10'° | 2,69.10P -7,16 1,79-10° 
*hoCyt*—*hoCyt 43,13 1,4410” | 6,93-:10% | 4,81-10% 7,16 5,59.10° 


Позначення: AAG - енергія активації Гіббса переходу; k- константа швидкості; т — час життя; Ту — час напівжиття; К - стала 


таутомерної рівноваги; ДС - енергія таутомеризації Гіббса 


Розпочнемо аналіз одержаних результатів 13 
^amCyt, який демонструє серед досліджених 
мутагенів найширший спектр  конформаційних 
можливостей (рис. 2). У канонічній таутомерній 
формі цієї сполуки, яка комплементарно спарюється з 
гуаніном (Gua) [10, 17], нами виявлено чотири 
конформери плоско симетричної будови (група 
симетрії С.) (рис. 2). Вони відрізняються один від 
одного розміщенням та орієнтацією аміногрупи: з 
боку атома N3 або зв'зку С5Н, орієнтуючись при 
цьому своїми атомами водню до або від 
піримідинового КІЛЬЦЯ. У енергетично 
найвигіднішому конформері 1 (рис. 2) аміногрупа 
розміщена біля атома N3, її атоми водню спрямовані 
до кільця, а саме - до атома N3. Конформер 4 з 
найвищою відносною енергією Гіббса 
(АС.=8,75ккал/моль) відрізняється від конформера 1 
тим, що у ньому амінні водні спрямовані у 
протилежний бік - від кільця. Виявлено три різні 
шляхи їхнього взаємного перетворення. Два 
низькоенергетичних з енергією активації Гіббса 7,48 


ккал/моль є |  дзеркально-симетричними: вони 
здійснюються шляхом повороту аміногрупи МН» 
навколо зв'язку САМА за i проти годинникової стрілки 
через пару дзеркально-симетричних перехідних станів 
Т5)9 i Т85:) з неплощинним  екзоциклічним C- 
фрагментом САМАМН, (N3C4N4N=+110,4°; 
C4N4NH=+50,0°; C4N4NH>=+170,3°; HN4N=117,6°; 
тут 1 нижче знаки + при двогранних кутах 
відповідають дзеркально-симетричним структурам - 
енантіомерам). Високоенергетичніше взаємне 
перетворення конформерів 1 і 4, якому відповідає 
енергія активації Гіббса 7,75 ккал/моль, здійснюється 
інверсією аміногрупи МН; через плоскосиметричний 
перехідний стан TS; із симетрією Cs, у якому атоми 
аміногрупи i атом N4 лежать у одній площині, 
ортогональній до площини піримідинового кільця 
(N3C4N4N=0,0°; C4N4NH=+91,1°).13 решти 
конформерів енергетично вигіднішим є конформер 2 
(АС2=2,З0ккал/моль). Він перетворюється у свого 
високоенергетичного відповідника 3 
(ЛО3=4,40ккал/моль) трьома маршрутами: 
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низькоенергетичною  інверсією аміногрупи через 
плоскосиметричний перехідний стан TS; (симетрія 
С), у якому атоми аміногрупи i атом N4 лежать y 
площині, ортогональній площині піримідинового 
кільця (CSC4N4N=0,0°; C4N4NH=+88,0°), з енергією 
активації Гіббса 4,07 ккал/моль i двома дзеркально- 
симетричними маршрутами через поворот аміногрупи 
МН» за і проти годинникової стрілки через пару 
дзеркально-симетричних перехідних станів TS», TS; з 


неплощинним екзоциклічним С-фрагментом 
САМАМН, (C5C4N4N=+24,9°; C4N4NH,=+49,3°; 
C4N4NH)=+159,4°; HN4N=104,1), яким відповідає 


значно вища, ніж у першому випадку, 
активації Гіббса 8,36 ккал/моль. 

Дипольні моменти конформерів утворюють ряд: 
ш(5,85) < у2(6,63) < цз(7,15) < u4(7,65 D). Це означає, 
що при переході із вакууму у полярне середовище, 
зокрема при інкорпорації у подвійну спіраль ДНК, у 
такому ж порядку будуть стабілізуватися конформери 


енергія 


4 

amCyt. 

Наше дослідження He підтвердило механізм 
внутрішньомолекулярної таутомеризації, 


запропонований у роботі [18] 1 зображений там на 
рис. 4. Енергетично найвигідніша 
внутрішньомолекулярна таутомеризація, якій 
відповідає енергія активації Гіббса 36,43 ккал/моль, - 
це міграція амінопротона при атомі М4 конформера 2 
через плоскосиметричні перехідні стани (TS45) на 
сусідній атом N3 з утворення пари дзеркально- 
симетричних мутагенних таутомерів, у яких група 
МН» розміщена біля зв'язку C5H (NIC6N6N=+179,1°; 
C6N6NH=+°57,1; C6N6NH2=+174,1°; HNH-7107,4?). 
Слід наголосити при цьому, що мутагенний таутомер 
має на 0,94 ккал/моль нижчу енергію Гіббса, ніж 
канонічний. Взаємне перетворення згаданих 
енантомерів відбувається через планарний перехідний 
стан Т$ з енергією активації Гіббса 5,01 ккал/моль. 

Мутагенний таутомер ^amCyt (2,47ккал/моль) 
може інактивізуватися, перейшовши у конформер 
(AG=0,00 ккал/моль), у якого аміногрупа розташована 
біля атома N3, заважаючи спарюватися з Ade. 
Відповідний конформаційний перехід має енергію 
активації Гіббса 35,67 ккал/моль і здійснюється 
поворотом амінної групи навколо подвійного зв'язку 
C4=N4 через дзеркально-симетричні перехідні стани 
TS; i TSg (N3C4N4N=+90,9°; САМАМН-- 116,02; 
C4N4NH = -114,0?). 

^moCyt. V канонічній (аміно) таутомерній формі 
ця сполука мае лише два конформери, які 
відрізняються просторовим розміщенням 
оксиметильної групи (рис. 3). У низькоенергетичному 
конформері 1 (А6;=10,43 ккал/моль) вона розміщена 
біля групи C5H, у високоенергетичному 2 (АС»- 12,69 
ккал/моль) - біля атома азоту N3. Обидва конформери 
€ суттєво неплощинними (C2N3C4N4=+175,1°; 
МЗС4М4Н=+25,2°; N3C4N40=+156,1° 
C4N40C=+127,0° Ta C2N3C4N4=+176,3° 
N3C4N4H=+156,1°; N3C4N40=+23,6°; 
C4N40C=+94,2° для конформерів 1 та 2 відповідно) 1 
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мають  енантіомери. Вони попарно взаємно 
перетворюються двома дзеркально-симетричними 
шляхами через неплощинні дзеркально-симетричні 
перехідні стани TSi, TS» i TSi, TS)». Для конформера 
1 маємо енергію активації Гіббса 5,66 ккал/моль і таку 
коротку характеристику перехідного стану 
(N3C4N40=+160,4°; C4N40C=+141,4°). Для 
конформера 2 ці величини відповідно складають 7,59 
ккал/моль i N3C4N40=+13,5°; С4№4ОС=+143,8°. B 
свою чергу конформери 1 і 2 взаємно перетворюються 
двома топологічно 1 енергетично нееквівалентними 
шляхами, а саме - поворотами за і проти годинникової 
стрілки атомного фрагмента МАНОСН навколо 
екзоциклічного зв'язку C4N4 через неплощинні 
перехідні стани TS7,3(N3C4N40=+49,9°; 
N3C4N4H=+61,4°; C4N40C=+119,3°) i 
Т8о10033С4340=+115,8°; N3C4N4H=+134,1°; 
C4N40C=+111,3°), яким відповідають енергія 
активації Гіббса 12,05 1 12,31 ккал/моль. Дипольні 
моменти конформерів близькі за абсолютною 
величиною: р.(6,38)> џ(6,22 D). 

Внутрішньомолекулряна таутомеризація ^moCyt 
здійснюється міграцією амінопротона при атомі N4 
конформера 1 двома дзеркально-симетричними 
шляхами через непланарні перехідні стани TS34 3 
енергією активації Гіббса 35,44 ккал/моль. При цьому 
мутагенний (іміно) таутомер має плоскосиметричну 
(симетрія Cs) будову i на 7,18 ккал/моль меншу 
енергію Гіббса, ніж канонічний (амінний) таутомер. 

Мутагенний таутомер ^moCyt може 
інактивізуватися, перейшовши у конформер (AG=0,00 
ккал/моль), у якого амінна група розташована біля 
атома N3, заважаючи спарюватися з Ade. Відповідний 
конформаційний перехід має енергію активації Гіббса 
53,87 ккал/моль 1 здійснюється поворотом 
оксиметильної групи навколо подвійного зв'язку 
C4=N4 через два дзеркально-симетричні перехідні 
стани TS$56 (N3C4N40=+92,8°; С4М40С=+100,1°). 

^hoCyt. Y канонічній амінній таутомерній формі 
^hoCyt має два непланарних конформери, які 
відрізняються один від одного розташуванням 
гідроксильної групи відносно піримідинового кільця 
(рис. 4). Низькоенергетичний конформер 1 (АС=9,14 
ккал/моль) охоплений доволі сильним (Енв=8,63 
ккал/моль) внутрішньомолекулярним | Н-зв'язком 
ОН. ..№3 за участі гідроксильної групи, яка дивиться B 
бік піримідинового кільця до атома азоту N3. 
Енантіомери цього конформера взаємно 
перетворюються через площинний перехідний стан 
TS;, з енергією активації Гіббса 0,64ккал/моль. 
Оскільки під бар'єром не поміщається навіть 
нульовий коливальний рівень, то конформер 1 c 
ефективно планарною структурою. 

У високоенергетичному конформері 2 (AG5710,32 
ккал/моль) гідроксильна група спрямована від кільця 1 
розташована біля зв'язку C5H; структура демонструє 
суттєву неплощинність за рахунок непланарності 
екзоциклічного фрагмента МАНОН 
(N3C4N40=+155,1°, | C4N4OH=+123,5°). Взаємне 
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перетворення енантіомерів відбувається двома 
топологічно 1 | енергетично нееквівалентними 
маршрутами, які відрізняються напрямком (за чи 
проти годинникової стрілки) повороту гідроксильної 
групи навколо одинарного зв'язку М4-О: поворотові 
ОН групи у напрямку "від" C5H відповідає менша 
енергія активації Гіббса (6,20 ккал/моль), ніж коли 
поворот відбувається навпаки - “до” групи C5H (7,65 
ккал/моль). У обох випаках дзеркально-симетричні 


перехідні стани  неплощинні: N3C4N4H=+£25,1°; 
N3C4N40=+159,5°; C4N40H=+142,9° Ta 
N3C4N4H=+19,7°; N3C4N40=+150,3°; 
С4МАОН==22,3° для низько- (TS) та 


високоенергетичних (Т 853 4) станів відповідно). 
Конформаційні переходи відповідних енантіомерів 
конформерів 1 i 2 (лівий у лівий, правий у правий) 
відбуваються дзеркально-симетричними 
анізотропними повертаннями екзоциклічногоо 
фрагмента МАНОН навколо зв'язку С4М4 через 
неплощинні перехідні стани TSo10 i Т811,12 З енергією 


активації Гіббса 11,80 і 12,19 ккал/моль 
(N3C4N4H=+135,5°; N3C4N40=+114,0°; 
С4М40Н=+112,7° 1 N3C4N4H=+61,3°; 


N3C4N40=+50,1°; C4N4OH=+121,3° відповідно). 
У процесі внутрішньомолекулярної таутомеризації 
“hoCyt 


енантіомерів  конформера 2 через два 
дзеркально-симетричних перехідних стани TSsg з 
енергією активації Гіббса 35,97 ккал/моль 
утворюється мутагенний  імінний таутомер 3 
площинною будовою, який вигідніший, аніж 
стартовий на 7,16 ккал/моль. 

Мутагенний таутомер ^hoCyt може 


інактивізуватися, перейшовши у конформер (AG=0,00 
ккал/моль), у якого гідроксильна група розташована 
біля атома N3, заважаючи спарюватися з Ade. 
Відповідний конформаційний перехід має енергію 
активації Гіббса 55,05 ккал/моль і здійснюється 
поворотом гідроксильної групи навколо подвійного 
зв'язку С4-М4 через два дзеркально-симетричні 
перехідні стани TS; i TSg (N3C4N40=+92,5°; 
C4N40H=+107,1°). 

^meCyt. Молекула має два — низькоенергетичний 1 
(АС 20 ккал/моль) і високоенергетичний 2 (АС»-1,74 
ккал/моль) - плоскосиметричні конформери (рис. 5). У 
конформері 1 метильна група знаходиться біля атома 
азоту N3: один її СН зв'язок лежить у одній 1 тій же 
площині, яка збігається із площиною симетрії 
молекули, що і амінозв'язок МАН. Два її інших зв'язки 
СН симетрично виходять із площини симетрії. 
Енергія активація Гіббса повертання метильної групи 
на 60° навколо зв'язку МАС невелика і складає 1,69 
ккал/моль. У конформері 2 метильна група розміщена 
біля зв'язку CSH: знову ж таки один її зв'язок СН є 
компланарним зв'язку МАН, а два інших, які 
срямовані до зв'язку C5H, виходять симетрично по 
обидва боки із площини симетрії молекули. Енергія 
активації Гіббса обертання метильної групи (на 60?) у 
цьому випадку становить 1,72 ккал/моль. Конформери 
1 i 2 перетворюються двома анізотропними 


обертаннями  екзоциклічного фрагмента МАНСН; 
навколо зв'язку C4N4. Менша енергія активації Гіббса 
(14,83 ккал/моль) відповідає дзеркально-симетричним 
неплощинним перехідним станам  TSs i  TSg 
(N3C4N4H=+63,9°; N3C4N4C=+56,1°), коли ВЕП 
амінного атому азоту № направлена до групи C5H; 
більша енергія активації Гіббса (18,82 ккал/моль) 
відповідає неплощинним перехідним станам Т578 
(N3C4N4H=+1 13,8°; N3C4N4C=+119,8°), коли ВЕП 
амінного атому азоту N4 направлена до групи N3. 

Мутагенний імінний таутомер конформера 2, який 
має вищу на 1,34 ккал/моль відносну енергію Гіббса, 
утворюється внутрішньомолекулярним перенесенням 
протону від атома №4 на атом N3 з енергією активації 
Гіббса 35,45 ккал/моль (TS2). Треба зазначити, що 
стала таутомеризації ^meCyt (0,11) перевищує 
аналогічну величину для канонічної основи Cyt (2,52). 
Це означає, що заселеність рідкісних таутомерів 
^meCyt вища, аніж для Cyt. 

Мутагенний таутомер ^meCyt може 
інактивізуватися, перейшовши y конформер (AG=3,51 
ккал/моль), у якого метильна група розташована біля 
зв'язку N3H, заважаючи  спарюватися з Ade. 
Відповідний конформаційний перехід має енергію 
активації Гіббса 23,99 ккал/моль і здійснюється 
поворотом метильної групи навколо подвійного 
зв'язку C4=N4 через дзеркально-симетричні перехідні 
стани T$54 (N3C4N4H=+81,5°). 

DCyt. Ця молекула-мутаген демонструє 
"найскромніші" конформаційні можливості (рис. 6). У 
канонічному таутомерному стані вона має суттєво 
непланарну будову: N3C4N4H=+25,7°; 
N3C4N4=+156,6°; C4N40C=+59,6°; NOCC=+68,5°; 
ОССС5=+47,1°%. Пара її енантіомерів дзеркально- 
симетрично перетворюється (лівий у лівий, а правий у 
правий) через дзеркально-симетричні неплощинні 
перехідні стани TS; 1 Т5, (N3C4N4H=+17,1°; 
N3C4N40=+139,3°;  C4N40C=+45,4°; NOCC=+1,7°; 
ОССС5=+43,7°) з енергією активації Гіббса 5,95 
ккал/моль. Внутрішньомолекулярна таутомеризація, 
яка відбувається двома дзеркально-симетричними 
шляхами з енергією активації Гіббса 39,74 ккал/моль, 
аміноформи DCyt у мутагенну таутомерну форму 
DCyt* спричиняє помітне (на 5,97 ккал/моль) 
зниження енергії Гіббса. Мутагенний таутомер теж є 
неплощинною структурою -— його енантіомери 
перетворюються через неплощинний перехідний стан 
TSs (N3C4N40=+139,3°; C4N40C=+45,4°; 
МОСС=+1,7°; ОССС5=+43,7°) з енергією активації 
Гіббса 9,63 ккал/моль, що менше, порівняно з 
канонічним таутомерним станом. 


ВИСНОВКИ 


Вперше з використанням методів неемпіричної 
квантової хімії на | рівні теорії МР2/6- 
311++G(2df,pd)//B3LYP/6-3 1 1++G(d,p) проведено 
вичерпний конформаційний аналіз низки класичних 
мутагенів - похідних Су Показано, що у всіх 
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досліджених сполуках, окрім DCyt, модифікація 
цитозину заважає спарюванню як у мутагенній, так 1 B 
канонічній таутомерій формі з основою - партнером 
по взаємодії. Цей ефект може пригнічувати їх 
мутагенний потенціал. Встановлено також, що на 
досліджені молекули формально поширюється 
таутомерна гіпотеза Вотсона-Крика, оскільки час 
життя їхніх мутагенних таутомерів (табл.1) набагато 
перевищує характерний час, який витрачає машинерія 
біосинтезу ДНК на інкорпорацію однієї пари 
нуклеотидів. Можна очікувати, що саме в рамках цієї 
гіпотези вдасться адекватно пояснити механізми 
мутагенної дії ^amCyt, ^moCyt, ^hoCyt i DCyt - саме ці 
мутагени мають вигіднішу iMiHHy таутомерну форму, 
ніж амінну. 
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ВНУТРИМОЛЕКУЛЯРНАЯ ТАУТОМЕРИЗАЦИЯ И КОНФОРМАЦИОННАЯ ИЗМЕНЧИВОСТЬ НЕКОТОРЫХ 
КЛАССИЧЕСКИХ МУТАГЕНОВ-ПРОИЗВОДНЫХ ЦИТОЗИНА: КВАНТОВО-ХИМИЧЕСКОЕ ИССЛЕДОВАНИЕ 


Броварец О.О., Говорун Д.Н. 


Впервые с использованием методов неэмпирической квантовой химии на уровне теории MP2/6-311++G(2df,pd)//B3LYP/6- 
311++G(d,p) проведен исчерпывающий конформационный анализ ряда классических мутагенов — производных цитозина. 
Показано, что у всех исследованных соединениях, кроме ОСу модификация цитозина препятствует спариванию как B 
мутагенной, так и в канонической таутомерной форме с основанием - партнером по взаимодействию. Этот эффект может 
ингибировать их мутагенный потенциал. Установлено также, что на исследованные молекулы формально распространяется 
таутомерная гипотеза Вотсона-Крика, поскольку время жизни их мутагенных таутомеров намного превышает характерное 
время, которое использует машинерия биосинтеза ДНК на инкорпорацию одной пары нуклеотидов. Можно ожидать, что 
именно в рамках этой гипотезы удастся адекватно объяснить механизмы мутагенного действия М4-аминоцитозин, N4- 
метоксицитозин, №4-гидроксицитозин, №4-дегидроцитозин, №4-метилцитозин — именно эти мутагены имеют энергетически 
выгодную иминную форму, нежели аминную. 


Ключевые слова: индуцированные точечные мутации ДНК, №4-аминоцитозин, №-метоксицитозин, №4-гидроксицитозин, 
№4-дегидроцитозин, М№-метилцитозин, внутримолекулярная таутомеризация, энергия татоумеризации, переходное 
состояние, энергия активации Гиббса, время жизни, конформационные свойства, структурная нежёсткость, анализ 
топологии электронной плотности, ab initio 


INTRAMOLECULAR TAUTOMERISATION AND THE CONFORMATIONAL VARIABILITY OF SOME CLASSICAL 
MUTAGENS- CYTOSINE DERIVATIVES: QUANTUM CHEMICAL STUDY 


Brovarets O.O., Hovorun D.M. 


Comprehensive conformational analysis of some classical mutagens — cytosine derivatives has been carried using methods of non- 
empirical quantum chemistry at the the MP2/6-311++G(2df,pd)//B3LYP/6-311++G(d,p) level of theory For the first time. It has 
been shown that at all investigated compounds, except DCyt, cytosine modification both in mutagen, and in canonical tautomeric 
forms prevents pairing with a base which is the partner in interaction. This effect can inhibit their mutagenic potential. It is also 
established that Watson-Crick tautomeric hypothesis can be formally expanded on the investigated molecules so far as lifetime of the 
mutagenic tautomers much more exceeds characteristic time which is used by a machinery of DNA biosynthesis for incorporation of 
one pair nucleotides. It is possible to expect, that this hypothesis can adequately explain mechanisms of mutagen action of N4- 
aminocytosine, N4-methoxycytosine, N4-hydroxycytosine, N4-dexydrocytosine, N4-methylcytosine — just these mutagens have 
much more advantageous imino form, rather than amino. 


Key words: induced point mutations of DNA, N4-aminocytosine, N4-methoxycytosine, N4-hydroxycytosine, N4-dexydrocytosine, 
N4-methylcytosine, intramolecular tautomerisation, energy of tautomerisation, transition state, Gibbs energy of activation, the 
lifetime, conformational properties, structural non-rigidity, analysis of the electron density topology, ab initio 
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B работе приводятся веские аргументы относительно существования B воде динамического фазового перехода при 
температуре Ти = 42°С. При этой температуре происходит существенное изменение характера теплового движения 


молекул воды, что проявляется в особенностях квазиупругого некогерентного рассеяния тепловых нейтронов, поведении 
изотермической сжимаемости, диаметра кривой энтропя-температура при на линии сосуществовании парообразной И 
жидкой фаз, СДВИГОВОЙ вязкости и других свойствах. Предполагается, что динамический фазовой переход происходит также 
во внутриклеточной воде, где он стимулирует денатурацию белковых цепей и смерть теплокровных организмов. 


Ключевые слова: некогерентное рассеяние тепловых нейтронов, диаметр кривой сосуществования в терминах энтропия- 


температура 


Введение. В этой работе основное внимание 
уделяется обсуждению тех свойств воды, которые 
оказывают решающее влияние на поддержание жизни 
теплокровных ЖИВОТНЫХ. Наши ВЫВОДЫ 
основываются на физических результатах, 
полученных в последние годы с помощью 1) изучение 
полуширины диффузионного пика в квазиупругом 
некогерентном рассеянии тепловых нейтронов в воде; 
2) анализа поведения кинематической сдвиговой 
вязкости воды и 3) детального исследования 
температурной зависимости энтропии воды. Важным 
дополнением к ним служат экспериментальные 


данные по темпер атурной зависимости 
изотермической сжимаемости ВОДЫ H BO/IHO- 
глицериновых растворов. В этой статье МЫ 
представляем различные доказательства 


существования динамического фазового перехода в 
объеме чистой воды и во внутри-клеточных 
растворах. Сопоставление некоторых важных свойств 
нормальной и тяжелой воды позволяет нам уяснить 
роль нормальной воды как матрицы для вне- и 
внутриклеточных биорастворов. 


Динамический фазовый переход в воде при 
0 
температуре 42 С 


В этом разделе будут представлены основные 
физические факты, которые позволят нам сделать 
вывод о существовании в воде при температуре 

0 
Т, ~315K um | І, 242 С 


изменения структуры воды и характера теплового 


специфического 


движения молекул, которое мы будем 
интерпретировать как динамический фазовый 
переход. 


а) Особенности теплового движения молекул воды 
согласно данным квазиупругого некогерентного 
рассеяния тепловых нейтронов 


Детальное изучение полуширины диффузионного 
пика в квазиупругом некогерентном рассеянии 
тепловых нейтронов позволяет получить важные 
результаты о характере теплового движения молекул в 
воде, в частности, оценить время оседлой жизни 


молекул воды То . Это время имеет следующий смысл. 


Водородные связи, образующиеся в воде, 
накладывают определенные ограничения на характер 
поступательного и вращательного движения ее 
молекул. Так, если некоторая молекула связана 
посредством водородных связей с ее ближайшими 


соседями, она может участвовать только в 
колебательном движении: поступательном и 
вращательном. Она окажется способной 
переместиться и повернуться относительно 
ближайших соседей только после разрыва 


удерживающих ее водородных связей. Среднее время, 
в течении которого молекула воды совершает 
колебания около некоторого локального положения 
равновесия, принято называть временем оседлой 
жизни. Квазикристаллический характер теплового 
движения воды проявляется тем более выражено, чем 


больше время То по сравнению с периодом 
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осцилляций. Максимальное значение периода 


осцилляций можно оценить как Max Tose = а / O; » Где 


а - среднее расстояние между ближайшими соседями 


и 0р743К, ГТ / т, - средняя скорость теплового 


движения молекул. Будем обозначать: max T ose = т, " 


Таким образом, вода будет сохранять 
квазикристаллическую | структуру, а характер 
теплового движения будет близким к тому, который 
наблюдается во льду, при выполнении неравенства: 


To >T, (1) 


Из двух величин, входящих в (1), только величина 
То очень существенно зависит от температуры и 
плотности, или, иначе говоря, от давления. Анализ 
полуширины диффузионного пика в квазиупругом 
некогерентном рассеянии тепловых нейтронов в воде 
является надежным источником информации о 
величине и температурной зависимости времени 
оседлой жизни. 


Температурная зависимость отношения T = 7, /Т,, 


определенная в работах [1-3], представлена на рис. І. 


0 
240 260 280 300 320 оз аб 
тк LK 
i To 
Рис.1. Температурная зависимость отношения Т = — согласно [1,2]: крестики соответствуют экспериментальным 
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данным [4], квадратики - [5]. 


Из Рис.1 следует, что квазикристаллические 
представления о структуре и характере теплового 
движения в воде применимы только для температур 


T«T, где T,x315K um t, 242"С. Те, 


квазикристаллические представления вполне 
адекватны для описания свойств переохлажденной 
воды и воды в нормальном состоянии только B 
сравнительно узком интервале температур 


273 К<Т<315К. 


При более высоких температурах характер 
структуры и теплового движения молекул в воде 
является существенно отличным OT 
квазикристаллического. Дополнительные данные об 


особенностях теплового движения в воде при T > T, 


могут быть получены из анализа температурной 
зависимости кинематической сдвиговой вязкости. 


6) Сравнительное поведение сдвиговых вязкостей 
воды и аргона 


Сравнение вязкостей различных жидкостей и, в 
частности, аргона и воды будет корректным, если оно 
производится на основе принципа соответственных 
состояний [6]. Это значит, что от всех размерных 
величин необходимо перейти к их безразмерным 
аналогам, которые образуются делением самой 
величины на ее значение в критической точке. Так 
температура T должна измеряться в единицах 


1=Т/Т,. Для обезразмеривания кинематической 


сдвиговой вязкости необходимо использовать не само 
ее значение в критической точке, которое обращается 


в бесконечность, а ее регуляризованное значение Vp (см. 


10). 


20 T T T T T 


whet 


t> 10 У я 


0.4 0.5 0.6 0.7 0.8 0.9 1 
t 
Рис.2. Температурные зависимости обезразмеренных 
кинематических сдвиговых вязкостей аргона, обычной и 
тяжелой воды. Экспериментальные данные взяты из [7-9]. 


Таким образом,  обезразмеренная 
сдвиговая вязкость оказывается равной: 


АО 


yo 


кинематическая 


pe gs 
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где индекс і используется для обозначения типа 


і 
жидкости. Сравнительное поведение ys для аргона, 
обычной и тяжелой воды (i = Ar, Н.О, 0) на их 


линиях сосуществования жидкость-пар представлено на 
Puc.2. 


Точки пересечения po (t), i= H,O,D,O y e 
кривой із Ar определяют 
температуры 1, (НО), t, (12.0) 


ВОДЫ. Как следует из Рис.2 соответствующие температуры 
равны: 


характеристические 


обычной и тяжелой 


t, (HO) = 0.478 > T, (H4O) =309K , 
t,(D40) = 0.503 > T, (DO) 2 3241K . 


Как видим, значение характеристической температуры 
обычной воды: ТАН.О) -309К является очень близким к 


T 


n- 
C физической точки зрения, температура T, имеет 


очень важное значение. Она разделяет температурный 
интервал существования ЖИДКОЙ воды на две характерные 


области: T «Т, и Т з Mm В первой из них 
кинематическая сдвиговая вязкость воды убывает по 
экспоненциальному закону, во второй — по 


полиномиальному, близкому к закону убывания вязкости в 
жидком аргоне. В [10-12] показано, что с хорошей 
точностью вязкость воды описывается формулой: 


p20) (р) = 
а £9 ? (n) - VU? exp(e/t) к-п, (t), 
пн()=41-0) 0 


в которой &=-—4к(1- у). Первое слагаемое 
описывает аргоно-подобный вклад, а второе и третье - 
вклады водородных связей. Второе слагаемое доминирует в 
переохлажденной области. При этом, значение энергии 
активации в точности совпадает со значением энергии 
водородной связи. Третье слагаемое описывает 
относительно небольшое отклонение вязкости воды от 
аргоно-подобной зависимости в широкой области ее 
состояний от JM до критической точки. Величина этого 


вклада не превышает 30%. Его замечательной 
особенностью является то, что он пропорционален 


среднему числу My (f) водородных связей на одну 
молекулу. Из сопоставления (2) с 


экспериментальными данными по вязкости мы 
находим, что 


пн (f) = 44-0.85г) +... (3) 
Из (3) 
существования ЖИДКОЙ ВОДЫ 


следует, что в характерных точках 


пн (І) 


принимает 


значения: 
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2.6, at T = 273 К 
23 a TT. . (4) 
0.6, at T =T, 


n, (t) = 


Поскольку значения Ир (Г) при T >T, близки к 


двум или становятся меньше двух, пространственная 
сетка водородных связей в воде становится 
неустойчивой. Вследствие флуктуационных эффектов 
она распадается на совокупности короткоживущих 
линейных ассоциатов. Это последнее утверждение 
становится практически очевидным, если принять во 
внимание, что значения кинематической сдвиговой 


вязкости водьг и аргона в области T > Т, имеют один 


и тот же порядок величины. Это означает, что 
характер теплового движения молекул воды все 
больше приближается к тому, который наблюдается в 
аргоне. Другими словами, в области состояний 


Ic тепловое движение молекул B воде имеет 


аргоноподобный характер. 

Вместе с тем, необходимо отметить, что в тяжелой 
воде температурный интервал квазикристалличности 
теплового движения молекул заметно шире. 


в) Температурная зависимость диаметра кривой 
сосуществования воды в терминах энтропия- 
температура 


Очень важные сведения о характере теплового 
движения молекул воды дает анализ температурной 
зависимости диаметра кривой сосуществования воды 
в терминах знтропия-температура, который 
определяется формулой: 


509-509 e s" - 2509, 
где 5 т и 5 ve - значения энтропии на жидкой и 


v w 
паровои ветвях линии сосуществования фаз, si ) = 


значение энтропии в критической точке. Отметим, что 
особенности поступательного и вращательного 
движения молекул воды проявляются в поведении 
всех используемых нами характеристик воды: 
полуширине диффузионного пика квазиупругого 
некогерентного рассеяния тепловых нейтронов, 
кинематической сдвиговой вязкости и диаметре 
кривой сосуществования воды в терминах энтропия- 
температура. Однако, во всех случаях они 
проявляются по- разному и поэтому дают взаимно- 
дополняющую информацию. Температурная 
зависимость диаметра кривой сосуществования воды 
в терминах энтропия-температура представлена на 
рис.3. 
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\ но 


` 
X 


a dato 


Puc.3. поведениє 


терминах 


Сравнительное 
сосуществования в 
обычной и тяжелой воды, а также трех других характерных 
жидкостей. Экспериментальные данные взяты из [13,14]. 


диаметров кривых 
энтропия-температура 


Из сопоставления температурных зависимостей 
всех приведенных жидкостей мы заключаем, что 
немонотонный характер температурных зависимостей 
диаметра кривой сосуществования в терминах 


энтропия-температура для H,O и Б.О, а также 


Н,5 и О, , связан с вращательным движением их 
молекул. В случае аргона, для которого вращательные 
степени свободы отсутствуют, поведение 
А 

S$ ” (2) является монотонно возрастающим. Особое 
внимание обращаем на положение корней уравнения 
S (0) = 0. Меньшие по модулю корни принимают 
значения: 


T.(H,O) = 0.484. 648.7 = 314.3К > 41.2°С, 


T.(D,O) = 0.438. 648.7 = 282.3К > 9°C. 

Как видим, в пределах экспериментальных ошибок 
T.(H,O) « T,(H,O) «T, . Таким образом, 
температурная зависимость диаметра | кривой 
сосуществования в терминах энтропия-температура 
позволят нам заключить, что характер 
вращательного движения молекул воды радикально 
изменяется при той же температуре, что характер 
поступательного движения молекул Это не 
удивительно, так как оба типа теплового движения 
определяющим образом зависят от особенностей 
сетки водородных связей в воде. 


г) Температура динамического фазового перехода 


Изложенные выше факты показывают, что вблизи 
T, ~7T,,T,,T, в воде 


существенное 


температуры обычной 


наблюдается изменение характера 


теплового движения молекул: осцилляционное 
движение молекул кристалло-подобного типа 
переходит в непрерывный тепловой дрейф аргоно- 
подобного типа. Из рассмотрения кинематической 
сдвиговой вязкости и диаметра кривой энтропии 
следует, что подобное изменение происходит в 
сравнительно узком температурном интервале, что 
позволяет интерпретировать его как динамический 
фазовый переход в системе. Этот переход 
соответствует существенному изменению как 
поступательньх, так и вращательных мод 
молекулярных движений. Изменения последних, в 
свою очередь, тесно связаны с изменением свойств 


сетки водородных связей. Вблизи Tą сетка 
водородных связей распадается на совокупность 
небольших короткоживущих молекулярных 
ассоциатов. 


Еще одним фактом, свидетельствующим в пользу 
сделанного предположения, является существование 
минимума у изотермической сжимаемости воды. Этот 


минимум наблюдается при температуре T; = 321K . 


При этом, при T >T в сжимаемость возрастает, как 


это имеет место во всех жидкостях типа аргона. При 
более низких температурах, T < T, p> Сжимаемость 


уменьшается с ростом температуры, что является 
наиболее характерным отличием воды от простых 
жидкостей. В [15] показано, что это удивительное 
свойство воды сохраняется и при растворении в ней 
глицерина. На Рис.4 представлено семейство кривых, 
описывающих обратную изотермическую 
сжимаемость растворов вода-глицерин. Из Рис.4 
следует, что максимум обратной изотермической 
сжимаемости исчезает только в концентрированном 
растворе, когда концентрация глицерина х > 0.3 мол 
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Рис. 4. Температурная зависимость обратной 
изотермической сжимаемости водно-глицеринового 


раствора при атмосферном давлении согласно [15]. 


Здесь уместно отметить еще одно важное 
обстоятельство. Важнейшим элементом структуры 
гексагонального льда являются шестизвенные кольца, 
образованные водородными связями. При переходе к 
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жидкой воде плотность таких колец изменяется 
скачком и продолжает уменьшаться при дальнейшем 


повышении температуры. В жидкой воде 
гексагональные кольца являются наиболее 
энергетически выгодными и долгоживущими 


кластерами. Однако В переохлажденной области их 
плотность становится тем больше, чем больше 
степень переохлаждения. Можно предположить, что 


при T > Т, гексагональные кольца B воде вообще не 


возникают. 
В отличие от обычной воды, в тяжелой воде 
динамический фазовый переход, по-видимому, не 


происходит. Значения Г, и T, отстоят друг от друга 


5 

более чем на 40 градусов. Это обстоятельство 
обусловлено, B первую очередь, заметным отличием 
их характерных частот вращения: 
o,(H,O) my 14 
————— |—— ~14. Влияние различия масс 
0,(D,O) ти 

протонов и дейтонов на поступательное движение 
молекул обычной и тяжелой воды также имеет место, 


но оно оказывается значительно меньшим: 
ог (550) тро 
~ ~ 1.1. Отличия в значениях Т, 
от (050) Mino 


И Т, обусловлены вкладами обоих составляющих 


теплового движения молекул воды, однако, простую 
оценку здесь указать затруднительно. K сожалению, 
из-за отсутствия экспериментальных данных по 
некогерентному рассеянию тепловых нейтронов В 


тяжелой воде, ничего определенного о величине Т, 


сказать невозможно. 


Гипотеза о взаимосвязи динамического 
фазового перехода в воде и температуре смерти 
теплокровных организмов 


В работе [16], исходя из практически полного 
совпадения численных значений температур 


динамического фазового перехода в воде (Ty) и 


смерти теплокровных Т, = 315K или 42°C, было 


высказано предположение о взаимосвязи причин, 
порождающих эти феномены. Давайте обсудим этот 
вопрос с физической точки зрения более подробно 
(см. также [17,18]). 

Вода является основой внутриклеточного 
биораствора. Суммарная весовая концентрация био- 
компонентов в крови и тканях, имеющих 
первостепенное значение для жизни теплокровных 
(как, например, мозговая ткань) не превышает 15 
весовых %. Как видно из Рис.5, взаимодействие 
между звеньями белков (остатков аминокислот) и их 
взаимодействие с биораствором определяется, 
главным образом, мостиками типа О... Н – №, тогда 
как в воде элементарная водородная связь имеет вид 


Булавин Л.А., Маломуж Н.П. 


О ... Н – О. Однако, различия между ними являются 
несущественными [19]. 
и 
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Рис.5. Бета-структурный участок полипептидной 
согласно [20]. 


цепи 


Во внутриклеточной жидкости, находящейся на 
расстоянии в несколько молекулярных слоев от 
белковой цепочки, образуется объемная сетка 
водородных связей, подобная той, что образуется в 
чистой воде. Белковая цепочка, конечно, оказывает 
определенное влияние на характер пространственной 
упорядоченности сетки водородных связей, но это 
влияние незначительно по сравнению с влиянием 
плоской подложки. В последнем случае ее влияние 


№, ~30-50 


молекулярных слоев. В соответствии с этим влияние 
одиночной молекулярной цепи не должно 


JN, ~5-7 
молекулярных слоев. 


Для формирования жизнеспособной структуры 
белка необходим определенный баланс сил, 
создаваемых внутри-белковыми водородными 
связями и теми, что связывают белковую молекулу с 
окружающим ее водным раствором. Если свойства 
сетки водородных связей вне белковой цепи 
изменяются, это должно сопровождаться нарушением 
Т> Т, внутри- 
молекулярные водородные связи, по-видимому, будут 
стимулировать уменьшение шага белковой спирали и 
ее радиуса, что будет сопровождаться утратой 
уникальных свойств белковой молекулы, которые она 
проявляет в ее нативной структуре. 


распространяется максимум на 


распространяться более чем Ha 


указанного баланса сил. При 


В противоположном случае, при 7 <T, число 


водородных связей, образуемых одной молекулой 
воды, возрастает, как и степень упорядоченности 
сетки водородных связей в клеточной воде. При 


0 
То ~ 36.6 С создаются оптимальные условия для 


формирования нативной структуры белка. Однако при 
дальнейшем понижении температуры снова будет 
происходить нарушению баланса сил, что будет 
приводить к отклонениям шага и радиуса белковой 
спирали от значений, свойственных ее нативной 
структуре. Здесь речь идет о сравнительно небольших 


переохлаждениях относительно ТГ, ~ 36.6°С, не 


0 
более (5—10) C. Если переохлаждения становятся 


сравнительно более глубокими, ВЯЗКОСТЬ 
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внутриклеточной воды резко возрастает (см. Рис.2) и 
будет происходить существенное замедление 
интенсивности всех процессов переноса во 
внутриклеточной воде. Жизнеспособность клетки 
нарушается. 

Естественным методом описания подобных 
конформационных изменений структуры белковой 
молекулы является расчет второго вириального 
коэффициента. Обычно при таком подходе 
принимается во внимание только взаимодействие 
между различными фрагментами полимерной 
(белковой) цепи. Обращение второго вириального 
коэффициента в нуль и рассматривается как условие 


ее денатурации - свертывания в 
неструктурированную глобулу. Из нашего 
рассмотрения следует, что изменение свойств 


окружающей объемной воды будет существенно 
влиять на характер взаимодействия фрагментов 
белковой цепи, а значит и на значения второго 
вириального коэффициента. В естественных условиях 
процесс денатурации белковых цепей начинает 
происходить при достижении организмом 


температуры Tp ~ 42°С. 


По-видимому, наиболее уязвимой является ткань 
головного мозга. Именно денатурация белковых 


0 
Tp >42 C является 
причиной смерти теплокровных. В других органах 
денатурация белковых цепей, по-видимому, 


происходит при более высоких температурах. Так, 
температура работы печени человека составляет 


цепей в ее клетках при 


42°C. Обычная температура тела африканского 


буйвола оказывается еще выше, 45°С. Однако, в 
процессе эволюции этого животного у него возник 
специфический «аппарат» понижения температуры 
крови, питающей мозговую ткань. Этот «аппарат» 
охлаждения расположен в окрестности носо-горловой 
полости и соединен с нею. В результате его действия, 
кровь, питающая мозговую ткань, охлаждается до 


температуры 36.6°С. 

Температура гибели большинства птиц также 
выше, чем у млекопитающих. Она достигает 
(43—45)°С. 
физической точки зрения также не представляет 
больших затруднений. С одной стороны, у птиц 
может быть природный «аппарат» охлаждения крови, 
питающий мозг. А с другой стороны, температура 
денатурации белковых цепей в мозговой ткани может 
изменяться вследствие изменения уровня РН в 


Объяснение этого феномена с 


клеточном био-растворе. 
значение pH 


В свою очередь, другое 
естественно устанавливается при 


систематическом употреблении пищи с другой 
концентрацией солей, чем в рационе млекопитающих 
и человека. Этот вопрос нуждается в дальнейшем 
основательном исследовании. 

Кратко затронем еще одну тесно связанную 
проблему. Разрушение пространственной структуры 


воды при T~ Та приводит также к изменению 


характера движения HOHOB B воде (см. [18]) и, по- 
видимому, приводит к уменьшению растворимости 
кислорода. Вследствие этого общее ухудшение 
состояния организма при повышении температуры 
будет ослоняться. 


ВЫВОДЫ 


В этой статье главное внимание было уделено тем 
особенностям теплового движения молекул в чистой 
воде, а также водных растворах, которые характерны 
для температурного интервала жизни теплокровных 
животных, т.е. для 300К «T«315K. 

Показано, что характер теплового движения в воде 
испытывает существенные изменения при 
температуре Ty ~ (315 + 3) К которая 
интерпретируется как температура динамического 
фазового перехода. При T > Т, происходит 


1) распад пространственно-упорядоченной сетки 


водородных связей на ансамбль слабо 
взаимодействующих  короткоживущих линейных 
кластеров: 


в первую очередь димеров, тримеров, тетрамеров и 
т.д.; 


2) кристалло-подобный характер теплового 
движения молекул воды переходит в аргоно- 
подобный. 


Температуру 7;, динамического фазового перехода 


можно рассматривать также как максимальную 


температуру образования гексагональных колец в 
жидкой воде. 

Основываясь на этих фактах, верхний 
температурный предел смерти теплокровных 
организмов интерпретируется как температура, при 
которой внутриклеточная вода подвергается 
динамическому фазовому переходу, т.е. характер 
теплового движения изменяется от 
кристаллоподобного K аргоноподобному. В 


соответствии с этим динамический фазовый переход 
рассматривается как необходимое условие для 
денатурации белка внутри клетки. Это обстоятельство 
не до конца учтено при стандартных подходах [21,22]. 
В тяжелой воде динамический фазовый переход не 
происходит. Казалось бы, что введение тяжелой воды 
внутрь клетки могло бы предотвращать слишком 
раннюю температуру смерти теплокровных. Однако, в 
этом случае нормальное функционирование белков 
затрудняется тем, что колебательные частоты 
дейтоновых связей заметно отличаются от частот 
колебаний водородных связей между фрагментами 
белковых молекул. Тем самым происходит 
расстраивание механизмов энергообмена. В связи с 
этой проблемой, можно поставить вопрос о синтезе 
белков в которой Н — связи замещены D — связями. 
Изменение пространственного упорядочения сетки 


водородных связей при T ~ T, н порождает еще одну 


важную проблему. В объемной фазе внутриклеточной 
воды будет происходить уменьшение подвижности 


22 
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ВОДА AK НАЙВАЖЛИВІШИЙ КОМПОНЕНТ ПІДТРИМКИ ЖИТТЯ ТЕПЛОКРОВНИХ ОРГАНІЗМІВ 
Булавін Л.А., Маломуж Н.П. 


У роботі наводяться вагомі аргументи щодо існування в воді динамічного фазового переходу при температурі 42°С. При цій 
температурі відбувається суттєва зміна характеру теплового руху молекул води, що проявляється в особливостях 
квазіупругого некогерентного розсіювання теплових нейтронів, поведінці ізотермічної стисливості, діаметра кривої 
ентропія-температура при співіснуванні пароподібної i рідкої фаз, зсувної в'язкості i інших властивостей. Передбачається, 
що динамічний фазової перехід відбувається також у внутрішньоклітинної води, де він стимулює денатурацію білкових 
ланцюгів 1 смерть теплокровних організмів. 


Ключові слова: некогерентне розсіювання теплових нейтронів, діаметр кривої співіснування води в термінах ентропія- 
температура. 


WATER AS THE MOST IMPORTANT COMPONENT FOR THE MAINTENANCE OF THE LIFE FOR WARM 
BLOODED ORGANISMS 


Bulavin Г.А. Malomuzh М.Р. 


Р . А мав 0 Я - 
Weighty arguments about the existence of the dynamic phase transition in water at Ty яз 42 C are given in the work. The 


essential change of the character of the thermal motion takes place at this temperature. This phenomenon is manifested in 
peculiarities of the quasi-elastic incoherent neutron scattering, as well as in the behavior of the isothermal compressibility, the 
diameter of entropy-temperature curve for the vapor-liquid coexistence, shear viscosity and other properties. It is proposed that the 
dynamic phase transition takes also place in the intracellular water, where it stimulates the denaturation of protein chains and the 
death of warm-blooded organisms. 


Key words: incoherent scattering of slow neutrons, diameter of the coexistence curve in terms entropy-temperature. 
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Тремя независимыми методами установлено наличие водных надмолекулярных комплексов с размерами от 1 до 100 
мкм, (ит, micromitre), образующихся в тщательно очищенной воде при плавлений льда. Учитывая характерные свойства 


этих надмолекулярных образований, 


им дали название 


«эмулоны» „Размеры и пространственная организация 


надмолекулярных комплексов зависят от состава водных растворов, предыстории образцов воды и температуры. В 
размерных спектрах эмулонов обнаруживается присутствие пяти фракций с характерными размерами: 1-3 мкм; 10-12 мкм; 
30-35 мкм; 70 мкм и 100-120 мкм. Существование эмулонов подтверждено методами акустической эмиссии и термического 
анализа. Отмечается, что присутствие надмолекулярных комплексов (эмулонов) оказывает существенное влияние на 
свойства воды. Обсуждается возможный механизм образования комплексов. Приводится объяснение аномальных свойств 
«талой воды» и причин образования «парящего водяного мостика». 


Ключевые слова: структура воды, надмолекулярные комплексы-«эмулоны», акустическая эмиссия, кинетика растворения 


солей, «талая вода», виляние температуры на эмулоны. 


ВВЕДЕНИЕ 


Жидкая вода имеет очень сложную динамичную 
структуру, многие ее особенности до сих пор не 
нашли четкого объяснения [1]. B силу своей 
исключительной важности, вода — самый изучаемый 
материал на Земле, но её поведение и свойства всё 
ещё мало поняты. Для воды характерна ярко 
выраженная способность к самоорганизации 
вследствие образования водородных связей [2, 3]. 
Структура жидкой воды была предметом обширных 
исследований В настоящее время известно более 20 
моделей, достаточно удовлетворительно 
описывающих её структуру. Все предложенные 
модели могут быть разделены на 5 групп: 1) 
непрерывные модели; 2) двухструктурные модели; 3) 
модели с заполнением пустот; 4) кластерные модели; 
5) модели ассоциатов. Примером двухструктурной 
модели жидкой воды является модель Дж.Бернала и 
Р.Фаулера. Предполагается, что при плавлении льда 
происходит перестройка его структуры с 
разрушением дальнего порядка и сохранением 
ближнего. В таком случае можно выделить две 
фракции (структуры) жидкой воды - льдоподобную с 
ажурной конфигурацией тетраэдрического типа, 
частично искаженной тепловым движением молекул 
Н20, и фракцию из молекул с ослабленными или 
полностью разрушенными водородными связями. 
Дальнейшее усовершенствование модели с двумя 
раздельными типами структур привело к созданию 
моделей с заполнением пустот и кластерным моделям. 


Предложенные различные теории и структурные 
модели воды обладают тем недостатком, что, с одной 
стороны, удовлетворительно объясняют только часть 
наблюдаемых явлений, с другой, - часто противоречат 
одна другой.[4-10].Обращаем внимание на то,что все 
эти модели рассматривают структуры воды в нано 
объёмах. Имеющихся в настоящее время 
экспериментальных данных недостаточно, чтобы 
разрешить эти противоречия. Применявшиеся ранее 
теоретические и экспериментальные методы 
исследования не позволяют детально выяснить 
сложную структуру воды. Поэтому актуальной 
является разработка новых подходов и 
экспериментальных методов для снятия 
противоречий. В работе изложены новые 
экспериментальные факты, свидетельствующие об 
образовании комплексов воды - эмулонов с 
линейными размерами 1-100 мкм и временем 
релаксации свыше одной секунды. Для доказательства 
их существования применены метод акустической 
эмиссии(АЭ), оптический и термический методы. 


МАТЕРИАЛИ И МЕТОДЫ 


Изучение акустической эмиссии (АЭ) ПІ - 15 | 
проводилось с применением современного акустико- 
эмиссионного комплекса A-Line32. Этот комплекс 
представляет собой многоканальную систему 
регистрации АЭ и позволяет проводить параллельно 
до 8 экспериментов, получать и обрабатывать 
выборки до 30 000 значений исследуемого параметра. 
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Частотный спектр акустической эмиссии в твердых 
материалах весьма широк и простирается от 
слышимых частот до десятков и сотен МГц. Порог 
восприятия человеческого уха составляет 10-12 (10 в 
-12степени)Вт/см2 при частоте 1000 Гц, а у наиболее 
распространенной пьезокерамики IITC-19 
чувствительность на четыре порядка выше — 10-16 
Вт/см2 (в интервале частот 100 кГц—1 МГц). Даже в 
том случае, если уровни интенсивности отдельных 
источников во много раз ниже порога восприятия 
пьезодатчика, то при достаточно большом их числе, 
они совместно индуцируют сигнал, который будет 
превышать порог восприятия акустического 
устройства, и эти сигналы можно регистрировать. 
Образец льда помещался в коническую кварцевую 
емкость с водой. Кварц относятся к материалам с 
крайне низким коэффициентом звукопоглощения и 
высокой скоростью распространения акустических 
колебаний. Форма емкости выбиралась таким 
образом, чтобы обеспечить максимальное усиление 
сигналов АЭ. Исходная температура воды составляла 
+24 °С, а температура льда —5 °С.Температура воды 
контролировалась с помощью оптического пирометра 
Raytec-400, погрешность измерения 0,2 °С. 
Регистрация сигналов АЭ производилась через 3 
минуты после внесения образцов льда в емкость с 
водой, чтобы исключить влияние низкочастотных 
гидродинамических возмущений, вызванных этой 
процедурой. Образец льда в процессе таяния не 
соприкасался CO стенками емкости, поэтому 
регистрируемые акустические сигналы не были 
паразитными и являлись результатом исключительно 
физико-химического процесса таяния льда. Надежный 
акустический контакт между акустическим 
волноводом и пьезодатчиком обеспечивался с 
помощью консистентного смазочного материала. 
Эксперименты проводились одновременно на 
нескольких образцах для получения достоверной 
информации. Генерируемые образцом сигналы 
воспринимались всей поверхностью емкости и 
практически без потерь распространялись по 
концентратору и воздействовали на пьезодатчик. Это 
позволило резко повысить чувствительность всей 
системы. В случае вовлечения в процесс крупных 
надмолекулярных образований, даже единичный акт 
способен генерировать регистрируемый акустический 
импульс. При достаточно большом количестве 
единичных актов, становится возможным 
регистрировать акустические сигналы, возникающие в 
жидкой среде в результате химических реакций и 
физико-химических процессов. Уровень сигналов 
обычно выражается в децибелах. Децибел — это 
безразмерная единица, применяемая для измерения 
отношения некоторых-величин «энергетических» 
(мощности, энергии, плотности потока мощности 
ит. п.) или «силовых» (силы тока, напряжения 
ит. п.). Иными словами, децибел — это 
относительная величина. Чем больше это отношение, 
тем менее заметен шум. Генеральной конференции по 


мерам и весам допускается его применение без 
ограничений совместно с СИ. С помощью децибела 
можно измерять отношения любых физических 
величин, а также использовать децибелы для 


представления абсолютных величин. Стандартное 
давление, C которым сравнивается измеряемое 
давление в акустике равно уровню звукового 


давления: ГР исх. 20 мкПа ( 0,0002 дин/см?). Оно 
близко по значению к порогу аудиальной чувстви- 
тельности человека (для звука с частотой 1000 Гц) 
Росту мощности на 60 дБ: 10 Ig(PI/P0) = 
10 10(1 000 000) , соответствует рост в | млн раз [15]. 
В нашем случае амплитуда сигналов менялась в 
пределах 30-40 дБ, а энергия от 60 до 95 дБ. Таким 
образом превышение полезного сигнала над уровнем 
акустического фона составляло более чем в 1000 раз. 
Длительность сигналов составляла 100—1000 мкс. 
Использовались несколько типов датчиков с 
частотным диапазоном от 0,1 до 150 кГц и 
диапазоном 100—500 кГц. Предпочтительно исполь- 


зовать высокочастотные датчики. Длитель-ность 
сигнала АЭ (время прохождения огибающей 
электрического импульса АЭ над порогом 


ограничения) находилось в диапазоне от 10 ^ до.10* c. 
Энергия сигнала АЭ (площадь под огибающей 
электрического сигнала АЭ). составляла10 ?...10 ^ Дж. 
При свободной конвекции скорость таяния льда в 
воде по данным [16] составляет 8°10 9 м/с. 

Для визуализации эмунолов-надмолекулярных 
комплексов воды применен новый подход с 


использованием лазерного излучения, позволяющего 
уловить незначительную разницу в показателях 
«фаз» 


преломления двух Схема 


приведена на рис |: 


ВОДЫ. опыта 


Рис. 1. Схема установки. 1 — лазер ЛГН-208А; 2 - объектив; 
3- кювета с исследуемым раствором; 4 — изучаемый 
микрообъект .5 — экран. 


Изучение свойств микрообъектов классическими 
оптическими методами в проходящем свете основано 
на уменьшении амплитуды световой волны, которое 
зависит, в основном, от поглощения (абсорбции) света 
веществом микрообъекта. Микрообъекты становятся 
видимыми, так как при прохождении через них света 
в разных объектах, по разному уменьшается 
интенсивность светового потока. Однако, существует 
класс микрообъектов, отличающихся от окружающей 
среды только показателем преломления. Такие 
объекты не видны не потому, что они слишком малы, 
а только потому, что они не имеют практически 
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никакого контраста по отношению к окружающей их 
среде. Это и характерно для структурных образований 
в воде.[17 |. Поэтому необходимы новые подходы для 
их исследования. Если объект отличается от 
окружающей среды показателем оптического 
преломления (хотя бы на незначительную величину), 
то он изменяет фазу падающей на него световой 
волны. Если же объект отсутствует, то разность фаз 
между лучами , прошедшими через среду, либо не 
возникает (если оптические пути равны), либо равна 
определенной постоянной величине. Введение в среду 
объекта с отличным от нее коэффициентом 
оптического преломления изменяет разность фаз на 
величину AQ-(n;-n;)d/A, где Aq - величина фазового 
сдвига; п и п - коэффициенты оптического 
преломления среды и объекта; d - толщина 
микрообъекта; À- длина волны света. Глаз человека и 
все известные нам светочувствительные устройства 
(фотоматериалы, фотоэлементы и др.) способны 
реагировать только на изменение интенсивности 
световой волны. Поэтому, изменения сдвигов фаз, 
должны быть с помощью какого-либо приема 
приведены к изменению интенсивности светового 
потока. Такую возможность дает интерференционный 
метод, принцип которого отличается от принципа 
фазового контраста и обычной оптической 
микроскопии. При прохождении когерентных лучей 
света через объект изменяется оптический путь лучей, 
проходящих через область, занимаемую объектом. 
Как и во всех явлениях интерференции, изменение 
оптического пути соответствует изменению 
интенсивности света, что делает видимыми 
прозрачные объекты. При использовании в качестве 
источника света оптического квантового генератора 
(ОКГ) пространственная когерентность соблюдается 
по всему сечению луча. Временная когерентность 
определяется степенью монохроматичности (шириной 
полосы генерируемых колебаний). При 
использовании когерентного излучения результи- 
рующий эффект получается при суммировании 
амплитуд. Изображение микрообъекта представляется 
в виде предела суммы пространственных 
гармонических составляющих. С помощью 
интерференционного метода можно определять 
наличие микрообъектов и проводить измерения с 
точностью, которой невозможно достигнуть никакими 
другими методами (ошибка не превышает 0,01A- 
0,022) [17].На основании вышеизложенного нами 
была собрана установка, схема которой приведена на 
рис.1. Существенным достоинством установки 
является то, что она позволяет: 

1) исследовать образцы прозрачных веществ 
значительных размеров (вплоть до 7х7х7 см) и, тем 
самым, обеспечивает наблюдение протяженных 
структур и текстур (входной зрачок обычного 
микроскопа имеет диаметр всего 0. 7 мм); 


2) выделять тонкий слой в объеме образца, что 
невозможно в микроскопии, где исследуются образцы 
очень малой толщины. 


Луч or гелий-неонового лазера (ЛГН-208А, 
мощность - 1,9:мВт,(диаметр пучка лазерного 
излучения на расстоянии 40 мм ~0,6 мм, линейное 


отклонение луча относительно геометрической оси 
посадочных мест излучателя - 0,06 мм) пропускали 
через систему линз (x40) На определенном 
расстоянии от объектива располагали кювету с 
исследуемым раствором. Оптическое изображение 
проецировали на экран размером 30 х 60 см. Для 
документирования результатов наблюдений и 
отслеживания динамики движения частиц, 
использовали цифровую камеру TwinkleCam Pro 
(сенсор - CMOS, 640*480 пикселей, насыщенность 
цвета 24 бит, 16, 7 млн. RGB true соогили 
видеокамеру Sony Handycam Video 8 (CCD-TR401E 
PAL). Видеозаписи в дальнейшем оцифровывали B 
формате avi или mpeg4. Представленные в работе 
результаты сделаны с использованием стандартной 1- 
см кварцевой флюорометричесокй кюветы, в которую 
вносили 3 мл раствора. Полученные результаты не 
зависели от используемой кюветы, что подтверждено 
опытами с несколькими однотипными кюветами. 
Отдельные кадры видеозаписи получали остановкой 
фильма в программе «Arcsoft Videoimpression 1,6» в 
заданный момент времени. Обычная частота съемки - 
15 кадров в секунду. Кадр запоминали, пользуясь 
указанной программой, в формате jpeg. Оптическое 
увеличение на лазерной установке подбирали 
оптимальным. Заданный (по программной линейке) 
участок изображения копировали, далее увеличивали 
в 10-15 раз с сохранением пропорций. Изображение 
делали черно-белым. Для лучшей и точной передачи 
деталей изображения при печати использовали 
изменения только яркости и контрастности. 
Численное и массовое распределение частиц 
надмолекулярных комплексов-«эмулонов» 
(размернье спектры) определяли с помощью 
лазерного малоуглового измерителя дисперсности 
(particle sizer) Malvern 3600 Ес. Использовали 
дистиллированную воду, очищенную при помощи 
системы MilliQ (Academica). После очистки воду 
использовали для исследования не ранее, чем через 
сутки. Воду и этанол квалификации х.ч. перед 
использованием фильтровали через ядерные фильтры 
(ИЯФ, Дубна) с диаметром пор 0,2 мкм. Препарат 
латексных  6-мкм сфер, использованных для 
калибровки был получен от фирмы «IDC». 


РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ 


Акустическая эмиссия. Возможность генерации 
акустических колебаний при любых химических 
реакциях и физико-химических процессах вытекает из 
объединенного уравнения первого и второго законов 
термодинамики: 
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dG =pdV -TdS *», udn;* Ф dq * o ds +... 
где С - знергия Гиббса; S - знтропия; T 
температура; V — объем; р - давление; о - 
поверхностное натяжение; $ — площадь поверхности; 
Ш — химический потенциал компонента; п — 


количество молей компонента; Ф — электрический 
потенциал; 4 — электрический заряд. Таким образом, 
наряду с широко известными процессами прямого 
превращения химической энергии в электрическую 


(фач), тепловую (Т45) и электромагнитную, должно 
происходить непосредственное превращение ее в 
механическую энергию (ра |). Какой процесс будет 
преобладать определяется условиями. Если 
преимущественно будет изменяться энтропия 5, то это 
приведет к тому, что большая часть высвобождаемой 
энергии трансформируется в тепло, если объем У,- то 
это вызовет превращение существенной части 
химической энергии в механическую работу, а это 
индуцирует акустические колебания. 

В  гомогенной жидкой среде превращение 
химической энергии в механическую работу, в том 
случае, если взаимодействие происходит в виде 
отдельного молекулярного акта, даёт единичный 
акустический импульс с настолько малой энергией, 
что вследствие процессов диссипации в среде он 
быстро затухает. Но в том случае, если превращение 
химической энергии происходит одновременно в виде 
сотен тысяч отдельных молекулярных актов или в 
крупных надмолекулярньх образованиях, то 
выделяющейся энергии оказывается достаточно для 
регистрации акустических колебаний. Поэтому нам 
представлялось интересным воспользоваться этим 
методом для доказательства существования 
структурных образований в воде и исследования 
динамики их превращений. Действительно 
акустическая эмиссия легко регистрируется при 
растворении в воде различных солей, смешивании 
гомогенных жидкостей, плавлении льда, химических 
реакциях и в других аналогичных процессах. 

Параметры АЭ: продолжительность генерации 
акустических импульсов, сумма импульсов АЭ, 
активность АЭ (количество импульсов в сек.), энергия 
импульсов и др. существенно меняются в зависимости 
от природы соединения и характера процесса. При 
сохранении одинаковых условий, это позволяет 
использовать её как новый мощный метод 
исследования. Как видно из данных табл. 1, 
количество импульсов, активность АЭ, длительность 
и время нарастания амплитуды сигнала при 
растворении солей щелочных металлов в воде резко 
различаются. Остальные показатели меняются 
незначительно. Это свидетельствует о том, что 
прочность кристаллической решетки вещества и 
природа ионов, образующихся при растворении 
электролитов, играет очень существенную роль в 
формировании сигналов акустической эмиссии. 
Вероятно, это связано с различной степенью 
гидратации как ионов Li’ и К’, так и анионов, а также 


с разными размерами радиусов гидратированных 
ИОНОВ. 
Таблица 1. 
Акустическая эмиссия при растворении в воде 
различных солей ( IN растворы) 


Измеряемый параметр | 18504 КСІ 
Суммарный счет | 3320 1190 
импульсов АЭ, имп. 
Активность AD, имп./с 96 - макс. | 32 - макс. 
Амплитуда, дБ 33-41 38-40 
Знергия, отн. ед 62-80 63-75 
Длительность, мкс ~ 400 100-1000 
Время нарастания | zo 600-makc. 
амплитуды, мкс 
Число осцилляций, имп. | 30- макс. | 20- макс. 
Таблица 2. 


Параметры акустической эмиссии при добавлении 0,4 
мл различных реагентов в дистиллированную воду 


Добавляемое вещество 

Дистил- Серная Уксус- 

лирован | та ная 
Параметры АЭ ная к-та 

0,4 мл 
вода 0,4 0,4мл 
конц. 

мл конц. 
Продолжительность 
генерации акуст. 1,5 100 8 
импульсов, с 
Сумма импульсов 
АЗ 6 5 000 40 
Активность АЭ, м до 300 n025 
кол-во импульсов/с 
Амплитуда, дБ 35 51.25 48.5 
Энергия, дБ 71.6 94.5 86 
Ваа 10 326.5 93.75 
осцилляций/с) 
НОСТЬ 557 до 65000 | до 5000 
сигнала, мкс 
Время нарастания, 102 2875 267.5 
MKC 


В таблице 2 представлены данные, полученные 
при изучении акустических сигналов, возникающих 
при смешивании концентрированной серной кислоты 
с водой; здесь же для сравнения приведены 
характеристики акустических колебаний при 
каплепадении чистой дистиллированной воды, а 
также при добавлении уксусной кислоты идентичным 
способом. Безусловно, любое каплепадение вызывает 
образование волн, как на поверхности, так и в объеме 
жидкости. Однако, в случае образования волн от 
падения капель воды в воду, регистрируемый сигнал 
очень слабый, поскольку вызван исключительно 
механической работой. Количество регистрируемых 
сигналов не превышает 10 импульсов, АЧХ сигнала 
напоминает белый шум, без ярко выраженного 
частотного максимума, амплитуда лишь на 3-5 дБ 
превышает фоновый уровень. В случае же 
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смешивания серной кислоты с водой максимальная 
амплитуда сигналов превышает фоновый уровень на 
20-30 дБ (более чем в сто раз), кроме того, 
наблюдается четко выраженный максимум амплитуды 
акустических импульсов, который вначале 
регистрируется в относительно низкочастотном 
диапазоне (до 50 кГц), а затем сдвигается в область 
значительно более высоких частот 120-130 кГц. 
Существенное различие наблюдается и при сравнении 
таких характеристик акустических импульсов, как 
активность и суммарный счет. Так, активность АЭ в 
случае смешивания серной кислоты с водой в 10 раз 
выше, чем с уксусной. Ещё более разительно 
отличается суммарный счёт регистрируемых 
акустических импульсов. 

Проведённые опыты позволили установить, что и 
взаимодействие гомогенных жидкостей, например 
добавление в дистиллированную воду по 0.4 мл таких 
различных реагентов как серная кислота, уксусная 
кислота , спирт и др. сопровождается характерной, 
строго специфичной для каждого вещества АЭ. Это 
позволяет плодотворно использовать сигналы АЭ для 
исследования различных физико-химических 
процессов. 


90 


Причина образования ультразвуковых импульсов 
при смешивании различных кислот с водой, на наш 
взгляд, связана | зкзотермическим характером 
процесса; разрушением водородных связей воды; 
гидратацией ионов и образованием новых связей 
вследствие возникновения эмунолов. Известно, что 
при смешивании концентрированной серной кислоты 
с водой выделяется довольно значительное 
количество тепла (до 20 ккал/моль) и происходит 
некоторое уменьшение объема системы, что и 
порождает АЭ. Поскольку при смешивании 
компонентов реакция не происходит одномоментно, в 
виде единичного акта, а протекает в пространстве и во 
времени то можно полагать, что регистрируемые 
сигналы АЭ дают представление о динамике 
процесса смешивания и реагирования компонентов. 

Следовательно, представленные данные 
свидетельствуют, что химическая реакция 
взаимодействия серной кислоты с водой протекает в 
небольших микрообьемах и сопровождается 
генерацией серии акустических импульсов. Подробно 
исследована АЭ при плавлении льда рис.2. Изучено 
изменение активности , суммарного числа импульсов 
и других информационных параметров. 
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Рис.2. Изменение амплитуды сигналов АЭи температуры воды в процессе таяния льда. 


Установлено, что по мере плавления льда 
длительность сигналов АЭ возрастает рис.3. 
Причина этого явления окончательно не ясна. 

Очень интересен, впервые обнаруженный, процесс 
генерации сигналов АЭ «талой» одой см. рис.2, 3 (АЭ 
за вертикальной красной линией). На протяжении 
более часа, после полного визуального плавления 
льда регистрируются дискретные сигналы АЭ, с 
постепенно увеличивающимися интервалами между 
импульсами. Возникновение сигналов АЭ в талой 
воде можно объяснить только структурными 


перестройками в ней. Экспериментальные результаты 
показывают, что талая вода некоторое время (до 
суток) может находиться В «активном» 
метастабильном состоянии. Причина этого 
загадочного явления объясняется очень просто. При 
разрушении гексагональной кристаллической 
решётки льда lh резко меняется структурная 
организация вещества. Кристаллическая структура 
льда разрушается быстрее, чем перестраивается в 
устойчивое равновесное состояние образовавшееся из 
него метастабильная «талая вода». Уникальность 
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фазового перехода лёд«>вода заключается в том, что 
хотя лёд и вода, образовавшееся из него, состоят из 
одних и тех же молекул Н2О, эти две фазы имеют 
некоторое время одинаковый ионный состав - равные 
концентрации ионов[Н"] и [OH], но во льду они 


некоторое время, концентрация ионов[Н' | и [ОН] в 
воде принимает своё обычное равновесное значение. 
Концентрация uoHoB[H'] Bo льду составляет 1,4- 
5.010? M, а в воде равновесная концентрация при 
0°С - 0,35-107M т.е. на три порядка больше. [18]. 


равновесные, а в воде нет. В «талой воде» Результаты наших измерений динамики изменения 
концентрация ионов водорода и гидроксила величины рН талой воды во времени рис.4 позволили 
непродолжительное время сохраняется неравновесной установить интересные закономерности. 
- такой, какой она была во льду. Затем, через 
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Рис. 3. Изменение длительности сигналов АЭв процессе таяния льда. 
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Рис.4. Изменение рН талой воды во времени. 


Разница значений рН исходной и талой воды 
может достигать почти единицы, постепенно она 
стремится к нулю, проходя через минимум, а рН 
приходит к равновесному значению. Это позволяет 
предположить, что действуют два противоположных 
фактора. Нами обращалось внимание на решающую 
роль ионов водорода [H] и гидроксила [ОН] в 
формировании надмолекулярных комплексов- 
эмулонов в воде. Реакция диссоциации воды: 

но > Н + OH 


требует значительной затраты энергии и протекает 
очень медленно. Константа скорости этой реакции 
составляет всего 2,5:10° с! при 20°C. Поэтому 
период релаксации талой воды в равновесное 
состояние теоретически должен быть равен ~10- 17 
часам, что и наблюдается на практике. Это служит 
причиной разговоров о «памяти» воды. Под 
«памятью воды» следует понимать зависимость её 
свойств от предыстории и ничего больше. Перевести 
воду в активное состояние можно многочисленными 
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приемами: замораживанием, нагреванием, 
кипячением, «дезинтегрированием», обработкой 
ультразвуком, воздействием различных полей и др., 
но это всегда будут неустойчивые метастабильные 
состояния сохраняющие свои свойства в обычных 
условиях ограниченное время. 

Оптическим методом в талой воде обнаружено 
присутствие фракций надмолекулярных образований 
(эмулонов) с малыми размерами порядка l-3u и, 
логично предположить, повышенное содержание 
мономерных молекул волы. Вероятно, с этим связано 
то, что она ускоряет все биологические процессы в 
живых организмах - мелкие структурные образования 
быстрее и с меньшими затратами энергии проникают 
через клеточные мембраны. Существенно также то, 
что пониженная вязкость и более редкая 
пространственная сетка из надмолекулярных 
комплексов в талой воде значительно увеличивает 
растворяющую способность и скорость диффузии. 
Постоянно присутствующие в воде гидратированные 
ионы водорода и гидроксила играют решающую роль 
в создании структуры воды. Вариации размерных 
спектров эмулонов в зависимости от рН и ионной 


силы растворов подтверждают этот вывод. Таким 
образом, в талой воде присутствует меньшее 
количество надмолекулярных комплексов и они 
имеют меньшие размеры по-сравнению с исходной 
(до замораживания) и отстоявшейся 
дистиллированной водой. Постепенно они 
укрупняются, генерируя при этом акустические 
импульсы (AD), и их суммарное количество растёт, 
что подтверждено экспериментально: вода 
возвращается в равновесное состояние. 

Оптическая визуализация. Визуализация 
надмолекулярных комплексов (эмулонов) подучена на 
лазерной установке, описанной выше. Просмотр при 
большом увеличении небольшого участка воды C 
сечением 2х2 мм отчетливо показывает закономерное 
чередование светлых и темных участков (рис. 5). 

Светлые области имеют шарообразную форму и 
соединены серыми перетяжками, образуя 
непрерывную сложноорганизованных сеть 


построенных по фрактальному принципу. Это более 
чётко видно на рис. 6, полученном при максимально 
достигнутом увеличении. 


Рис.5. Пространственная структура надмолекулярных комплексов - эмулонов в бидистиллированной воде.. Каждый 
отдельный снимок соответствует площади сечения 2х2 мм.(Над кадрами цифровой видеосъемки указано время в секундах 


от начала съемки) Я 


Рис.6. Пространственное расположение надмолекулярных комплексов воды-«эмулонов». Представлено увеличенное 
изображение 1/5 площади первого кадра ряда рис.5. Сторона изображения соответствует 400 мкм. 
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Рис.7. «Структура» различных водных растворов. 1- дистиллированная вода. 2- природная дегазированная минеральная 


вода 3- спиртовая настойка . 
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Рис.8. Влияние температуры на структуру воды. 


Пространственное расположение эмулонов 
непрерывно меняется во времени, однако появление и 
исчезновение новых комплексов или их перемещение 
легко фиксируется цифровой видеосъемкой. 
Размерные спектры надмолекулярных комплексов 
представлены несколькими фракциями с диаметром 
от 1 до 120 мкм (um, micrometre). Численное и 


массовое распределение частиц по размерам 
(размерные спектры) удалось определялить C 
помощью лазерного малоуглового измерителя 


дисперсности (particle sizer) Malvern 3600 Ес. Как 
следует из рис. 7 и 8.. пространственная организация 
и расположение надмолекулярных комплексов, их вид 
в «континуальной» воде зависит от химического 
состава водного раствора и температуры. 

Влияние температуры на структуру воды 
представлено на рис.8. Эти снимки позволяют 
заключить, что никакие артефакты к образованию 
водных структур не причастны (ни пылинки, ни 
пузырьки, ни лазерный луч). В органических 
жидкостях никаких структур не наблюдается. На 
рис.9 приведена «структура» гексана. Как можно 
видеть «структура» кардинально отличается от 
структуры воды и свидетельствует ещё раз об 
отсутствии влияния лазерного излучения и других 
артефактов на структурообразование в наших опытах. 

Исследование изменения содержания 
надмолекулярных комплексов в талой воде во 
времени позволило установить, что содержание 


фракции с размерми до 1 мкм очень быстро 
уменьшается, а содержание фракции диаметром - 
70мкм и других, с большими размерами, растёт. 
Процесс сопровождается акустической эмиссией, что 
обсуждалось выше. 


Рис.9. «Структура» гексана. 


При построении различных моделей жидкой воды 
опускается факт постоянного наличия в ней 
гидратированных ионов водорода и гидроксила в 
количестве 6,02-10'6 в литре (дистиллированная вода). 
Эти ионы играют решающую роль в создании 
структуры воды. Ионы Н“ и ОН”, имеют огромное 
неоднородное электрическое поле, которое 
ориентирует диполи воды с образованием плотной 
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многослойной гидратной оболочки. Гидратированные 
ионы H^njH;O и ОН-пН›О испытывают 
притяжение, образуют ионные пары, из которых, 
вероятно, и строятся надмолекулярные комплексы 
включающие до 10810° этих частиц. То есть 
наблюдается случай самоорганизации системы, с 
образованием пространственных структур. 

Образующиеся эмулоны, по нашему мнению, 
создают сверхрешетку и, благодаря дальнодействию 
электростатических сил, обеспечивают стабилизацию 
ансамбля и его чуткое реагирование на любые 
внешние воздействия (электромагнитные, 
акустические, тепловые и др.). При этом можно 
ожидать, что возмущения, вызванные этими 
воздействиями, распространяются в ансамбле 
сверхрешетки как солитоны. Это продемонстрировано 
предварительными опытами и расчётами, о которых 
будет сообщено в следуюшем сообщении. 
Надмолекулярные комплексы, вероятно, имеют 
дипольный момент, что способствует их ориентации, 
образованию связей между ними и формированию 
пространственной сети с фрактальной структурой[19]. 
Исходя из этого легко объясняется очень интересный 
эффект, описанный в работах [20,21], - образование 
«парящего водяного мостика». Опыт проводят таким 
образом, если в две рядом стоящие небольшие 
емкости с водой при помощи платиновых электродов 
подать высокое напряжение 25-30 кВ, то между 
химическими стаканами образуется водяная 
перемычка круглого сечения диаметром 2- 4мм и 
длинной до 25 мм парящая в воздухе, которая может 
существовать довольно длительное время. 
Объяснения эффекта не дано. По нашему мнению 
ничего загадочного в этом явлении нет. Ряд фактов 
позволяет дать объяснение наблюдаемого эффекта на 
оснований выполненных нами исследований 
структуры воды изложенных выше. Под действием 
приложенного высокого напряжения 25- 30 кВ 
происходит выстраивание эмулонов в длинные 
цепочки, которые обладают значительной 
механической устойчивостью и способны успешно 
противостоять силе тяжести. Естественно вдоль 
мостика будет происходить перемещение 
значительных количеств воды связанной с ионами. 
Вода в ёмкостях приобретёт различные значения рН 
вследствие распада надмолекулярных комплексов, что 
и было обнаружено авторами работы - соответственно 
pH 9 u pH 4, как они указывают. Можно предсказать 
одно из свойств этого явления, а именно: водяной 
мостик не будет образовываться при температурах 
выше 75°С, при которых надмолекулярне комплексы 
распадаются (см. рис.8.). 

Термический анализ. Для подтверждения 
реальности существования структурных образований 
в воде, обнаруженных оптическими методами и их 
значительной стабильности, был использован 
классический метод дифферинцильного термического 
анализа. Результаты одного из опытов приведенаны 
на рис.10. Точность измерения температуры в этих 
экспериментах составляла 10,02 °С. 


Воспроизводимость результатов хорошая 
(+0,5°С). Наиболее значимые из обнаруженных пиков 
соответствуют температурам 75,4; 62,3 и 45,4 °С. Их 
можно трактовать как «своеобразные фазовые 
переходы», связанные c разрушением 
надмолекулярных комплексов. 

Это позволяет сделать вывод: жидкая вода 
является неоднородной полидисперсной системой, 
включающей, как минимум, пять микроструктур с 
различными свойствами. Каждая из этих структур 
существует в характерном для нее температурном 
интервале. Повышение температуры выше некоторого 
характерного порогового уровня приводит к распаду 
структур. 

В исследуемом диапазоне температур обнаружены 
характерные пики, свидетельствующие об изменениях 
происходящих в системе. Наиболее значимые из них 
соответствуют температурам 75; 62,3; 45,4 и 36°. Это 
позволяет сделать вывод - жидкая вода является 
неоднородной полидисперсной системой, 
включающей, как минимум, пять микроструктурных 
образований с различными свойствами. Каждая из 
этих структур существует в характерном для неё 
температурном интервале. Повышение температуры 
выше некоторого порогового уровня, приводит к 
распаду структур. Самое замечательное заключается в 
том, что эти температуры точно совпадают с 
характерными температурами, например, при которых 
скорость звука в воде максимальна, адиабатическая 
сжимаемость воды минимальна, максимальна 
плотность, минимальна теплоёмкость, а также с 
другими аномальными точками воды [18,22-27], что 
не может быть случайным. 
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Рис. 10. Относительное изменение 
нагревании воды. 
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Разрушение супрамолекулярных комплексов воды 


может сопровождаться возникновением 
топологических солитонов. Это подтверждается 
предварительными экспериментами и расчетами 


выполненными методом молекулярной динамики для 
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цепочки, состоящей из тысячи эмулонов. Подробнее 
об этом будет доложено в следующем сообщении. 
Сложная организация структуры воды как единого 
ансамбля, включающего в себя надмолекулярные 
комплексы, приводит к тому, что свойства водной 
системы не оказываются простой суммой свойств 
отдельных структурных элементов, а возникает новое 
качество - свойство кооперативности. В таком 
ансамбле отдельные структурные элементы могут 
менять свою форму и размеры согласованно. Это 
подтверждается опытами и хорошо согласуется с 
нашими предварительными опытами по измерению 
вязкости образцов обычной дистиллированной воды и 
той же воды обработанной ультразвуком, при одной и 
той же температуре, по скорости падения одного и 
того же легкого шарика. Скорость падения шарика в 
воде, обработанной ультразвуком, в 1,15 больше, чем 
в исходной воде. 

Из сравнения рис. 5,7,8. можно заключить, что 
если излучение лазера и имеет структуру, то она не 
мешает исследованию жидкостей нашим методом и 
никакие ячейки Бернара не образуются в наших 
опытах под действием лазерного излучения с 
данными параметрами. На рис. 8 представлены 
структурные изменения, происходящие в воде, при 
повышении температуры от 4°С до 80 °С. При 4°С 
эмулоны плотно упаковываются и образуют текстуру, 
напоминающую паркет. Как известно, вода при этой 
температуре имеет максимальную плотность. При 
повышении температуры до 20°С в структуре воды 
происходят существенные изменения - число 
свободных эмулонов становится максимальным. 
Затем, при дальнейшем увеличении температуры, они 
постепенно разрушаются, число их уменьшается, и 
этот процесс в основном заканчивается при 75 °С, что 
объясняет многие аномалии воды. Обнаруженные в 
настоящей работе надмолекулярные комплексы- 
«эмулоны» вносят существенные коррективы в 
представления о структуре воды. Они 
непротиворечиво включают в себя все ранее 
полученные экспериментальные факты, касающиеся 
организации воды в нанообъемах с временами 
релаксации на 5 -10 порядков меньшими, чем таковые 
для эмулонов. Наличие надмолекулярных комплексов 
В воде позволяет объяснить многие 
экспериментальные факты, которые ранее не имели 
стройного, логичного обоснования. В практическом 
плане можно использовать акустическую эмиссию как 
метод контроля для ряда технологических процессов 
в том числе с участием метастабильных состояний 
вещества, для которых он может оказаться 
единственно пригодным. 


ВЫВОДЫ 


В настоящей работе изложены экспериментальные 
факты,  свидетельствующиє об образовании и 
динамике надмолекулярных комплексов воды- 
«эмунолов» с линейными размерами 1-100 мкм и 
временем релаксации свыше одной секунды, 
распределенными в «континуальной» воде. Для их 


визуализации применен НОВЫЙ подход с 
использованием лазерного излучения. Обнаруженные 
в настоящей работе надмолекулярные комплексы — 


«эмулоны» - вносят существенные коррективы в 
представления о структуре воды. Они 
непротиворечиво включают в себя все ранее 


полученные экспериментальные факты, касающиеся 
организации HO в нанообъемах с очень малыми 
временами релаксации. Наличие надмолекулярных 
комплексов в воде позволяет объяснить многие 
экспериментальные факты, которые ранее не имели 
стройного, логичного обоснования. В практической 
плане результаты настоящего исследования могут 
служить основой для создания новых простых по 
исполнению методов экспресс-контроля. 
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НАДМОЛЕКУЛЯРНІ КОМПЛЕКСИ ВОДИ: «ЗМУЛОНИ» 
Смірнов А.Н. 


Трьома незалежними методами встановлено наявність водних надмолекулярних комплексів з розмірами від 1 до 100 мкм, 
(мкм, micromitre), що утворюються в ретельно очищеній воді при плавленні льоду. Враховуючи характерні властивості цих 
надмолекулярних утворень, їм дали назву «емулони». Розміри i просторова організація надмолекулярних комплексів 
залежать від складу водних розчинів, передісторії зразків води 1 температури. У розмірних спектрах емулонов виявляється 
присутність п'яти фракцій з характерними розмірами: 1-3 мкм; 10-12 мкм, 30-35 мкм, 70 мкм та 100-120 мкм. Існування 
емулонов підтверджено методами акустичної емісії і термічного аналізу. Зазначається, що присутність надмолекулярних 
комплексів («емулонов») істотно впливає на властивості води. Обговорюється можливий механізм утворення комплексів. 
Наводиться пояснення аномальних властивостей «талої води» 1 причин утворення «водяного містка». 


Ключевые слова: структура води, надмолекулярних комплекси-«емулони», акустична емісія, кінетика розчинення солей, 
«тала вода», виляння температури на емулони. 


THE SUPRAMOLECULAR COMPLEXES OF WATER: «EMULONS» 
Smirnov A.N. 


Using optical methods, acoustic emission and thermal analysis the supramolecular complexes sized from 1 to 100 um (micrometre) 
were found in especially pured wated. The properties of these supramolecular formations allow us name them “emulons". Size and 
spatial organization of supramolecular complexes depend on the composition of aqueous solutions, background samples of water 
and temperature. In dimensional spectra of “emulons” we revealed the presence of five fractions with characteristic size: 1-3 
microns 10.12 microns, 30-35 microns, 70 microns and 100-120 microns. Existence of *emulons" confirmed by acoustic emission 
and thermal analysis. It is noted that the presence of supramolecular complexes ("emulons") significantly affects the properties of 
water. We discuss the possible mechanism of formation of complexes. We give an explanation of the anomalous properties of 
"meltwater" and causes the formation of "water bridge." 


Key words: supramolecular complexes of water: “emulons", acoustic emission, “melt water". 
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Методом молекулярной динамики изучены изменения ближайшего водного окружения при связывании с малым желобком 
ДНК десяти типичных препаратов, широко применяемых в клинической практике. Установлено, что для всех лигандов при 
их комплексообразовании с ДНК происходит высвобождение части связанной воды, как по отношению к свободной ДНК, 
так и к комплексу в целом. Проведен сравнительный анализ результатов расчетов с экспериментальными данными 


волюметрии и осмометрии. 


Ключевые слова: малый желобок ДНК, гидратация, высвобождение воды, молекулярная динамика. 


ВВЕДЕНИЕ 


Препараты, связывающиеся с двуспиральной ДНК 
путем укладки в ее малый желобок (далее — 
«желобочники»), нашли широкое применение в 
клинической практике для химиотерапии раковых 
заболеваний [1,2]. Эффективность медико- 
биологического действия таких соединений во 
многом определяется их сродством к ДНК, т.е. 
узнаванием лигандом рецептора — молекулы 
нуклеиновой кислоты [3]. При этом важную роль в 
таком узнавании играет гидратная оболочка малого 
желобка ДНК, состоящая из цепочки высоко 
упорядоченных молекул воды с большими временами 
оседлой жизни т, соединенных между собой и с ДНК 
водородными связями - «хребет гидратации» (ѕріпе ої 


hydration) [4,5]. Разрушение этой упорядоченной 
системы молекулой «желобочника» при 
комплексообразовании является энтропийно 


выгодным. В то же время, значение т гидратной 
оболочки самого лиганда может возрасти на порядок 
при его связывании с ДНК по сравнению со 
свободным состоянием, что энтропийно невыгодно. 
Считается, что молекулы воды, непосредственно 
взаимодействующие с ДНК, играют ключевую роль в 
стабилизации комплексов «желобочников» с 
нуклеиновыми кислотами, в частности, за счет 
образования водных мостиков между лигандом и 
ДНК [6]. Кроме этого, гидратное окружение ДНК 
содержит и слабо связанную воду, непосредственно 
не взаимодействующую с ДНК и характеризуемую 
малыми т [7]. Считается, что ближайшая водная 
оболочка ДНК состоит из двух слоев молекул 
толщиной порядка 7=4 А [8]. 

Несмотря на очевидную важность влияния водной 
среды на характеристики комплексообразования 


«желобочников» с ДНК и сравнительно большой 
объем информации, накопленный к настоящему 
времени по данной проблеме, вопрос о 
перераспределений | воды между гидратными 
оболочками свободных ДНК и лиганда, и их 
комплекса до сих пор остается нерешенным. Наиболее 
систематизированные исследования изменения 
гидратации при комплексообразовании лигандов 
рассматриваемой группы проводились двумя 
экспериментальными методами: волюметрии и 
осмометрии, позволяющими получить изменение 
гидратации AN при образовании комплекса (К) из 
свободных ДНК и Лиганда (Л), как 

AN = Мк - №нк- №, (1) 

где Мк, Nyak, Nn - количества молекул воды, 
связанных с комплексом, свободной ДНК и 
свободным лигандом, соответственно 
(гидратационные индексы). 

Метод осмометрии, как правило, дает 
положительное значение Д№>0 [9,10] (т.е. происходит 
захват дополнительных молекул воды при 
комплексообразовании), в то время как волюметрия 
приводит к противоположному результату: АМ < 0 
[11-13] (T.e. суммарное высвобождение молекул воды 
при комплексообразовании). Причины этого 
принципи-ального расхождения до сих пор не 
установлены, что в явном виде вскрывает неполноту 
современных представлений о роли воды при 
связывании «желобочников» с ДНК. 

Целью настоящей работы является исследование 
методами молекулярного моделирования изменения 
водного окружения при  комплексообразований 
лигандов с малой канавкой ДНК с акцентом 
обсуждения на сформулированную выше 
проблематику высвобождения/захвата воды. Задача 
решается для десяти типичных «желобочников», 


35 


ИЗМЕНЕНИЕ ГИДРАТАЦИИ ПРИ СВЯЗЬВАНИЙ ЛИГАНДОВ С МАЛЫМ ЖЕЛОБКОМ ДНК 


используемых в медицинской практике при лечении 
раковых, вирусных и бактериальных заболеваний [2]. 


МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ 


Пространственные структуры «желобочников» 
(рис. 1) взяты из Protein Data Bank [14] (беренил (а), 
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Рис. 1. Структурные формулы исследуемых лигандов 


Поскольку исследуемые лиганды проявляют 
наибольшее сродство к АТ-сайтам ДНК, занимая 
приблизительно 4 пары оснований при укладке в 
малый желобок [15], в качестве рецептора был выбран 
несамокомплементарный додекамер ДНК 
d(CGCA4GCG)/(CGCT4GCO). Пространственная 
структура дуплекса В-ДНК построена с помощью 
программы HyperChem 8.0 (Hypercube, Inc., Toronto, 
Canada). Конформация додекамера соответствовала 
В-форме ДНК. Пространственная структура 
комплексов лиганд- ДНК построена методом 
молекулярной механики с помощью программы Х- 


PLOR, версия 3.1 [16], с учетом известного из 
литературных данных числа межмолекулярных 
водородных связей [6]. Значения ван-дер-ваальсовых 
радиусов и зарядов для атомов ДНК, использованных 
в настоящей работе, а также параметры атом-атомных 
взаимодействий соответствуют силовому полю 
АМВЕК для нуклеиновых кислот [17]. Атомные 
заряды лигандов вычислялись при помощи пакета 
Gaussian03W методом Мерца-Коллмана на уровне 
теории MP2/6-31G* [18]. 

Явное задание водного окружения производилось C 
помощью молекул воды модели ТІРЗР [19], 
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размещенньх в боксе, имеющем форму 
прямоугольного параллелепипеда с длинами ребер 
54х30х30 А (1663 молекулы). Нейтрализация зарядов 
фосфатов ДНК осуществлялась 22 ионами Ма’, 
размещенными на расстояниях 6 А от атомов фосфора 
на биссектрисах углов ОТР-Р-О2Р [20]. 

Расчет конформационной динамики  лигандов, 
ДНК и их комплексов в процессе теплового движения 
выполнен с помощью программы X-PLOR. 
Оптимизация геометрии систем осуществлялась 
путем минимизации потенциальной энергии методом 
сопряженных градиентов. На первом этапе 
минимизации атомы растворенных веществ 
фиксировались, что позволяло ближайшим к ним 
молекулам воды релаксировать к равновесным 
положениям. Второй этап проводился без каких-либо 
ограничений на движение атомов системы. 

После минимизации потенциальной энергии 
выполнялась процедура МД по алгоритму Verlet c 
временным шагом ДЕ2фс и использованием 
алгоритма SHAKE при постоянной температуре 
7=298 К. В процессе моделирования МД 
фиксировалась внешняя водная оболочка для 
препятствования выходу молекул воды в вакуум. 
Свободный (нефиксированный) водный слой 
соответствовал толщине ближней гидратной 
оболочки, т.е. бимолекулярному слою в /=4 А [8]. 
Суммарное время эволюции составляло 1 не. 
Координаты всех атомов записывались каждую 1 пс. 

Гидратные оболочки ДНК, «желобочников» и их 
комплексов анализировались двумя способами: 

1. Вода, образующая Н-связи с молекулами 
растворенных веществ (сильно связанная). Средние 
количества молекул воды, формирующих водородные 
связи с гидрофильными атомами (М, О) молекул ДНК 
и лиганда (гидратационные индексы М), 


рассчитывались по траекториям теплового движения в 
течение последних 40 пс МД. Наличие водородной 
связи фиксировалось, если расстояния между 
электроотрицательными атомами молекул и атомами 
кислорода (водорода) воды не превышали 3.2 (2.4) А, 
соответственно [21,22]. Также вычислялось изменение 
площади поверхности, доступной  растворителю 
(solvent-accessible | surface area, БАЗА). БАБА 
представляєт собой площадь геометрического места 
центра пробной сферы с радиусом, равным ван-дер- 
ваальсовому радиусу молекулы воды (1.4 А), при ее 
движении по  ван-дер-ваальсовой поверхности 
молекулы растворенного вещества или комплекса 
[23]. Расчет SASA проводился при помощи 
программы HyperChem 8.0 (Hypercube, Inc., Toronto, 
Canada). 

2. Ближайшая водная оболочка. Количества 
молекул воды, попадающих в нее, определялись также 
в процессе МД при помощи процедуры AROUND, 
если атомы кислорода молекул воды попадали в слой 
толщиной 7—4 А вокруг молекул растворенных 
веществ. 


РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ 


Результаты расчета изменения гидратации, 
обусловленной сильно связанной водой, т.е. 
молекулами воды, непосредственно 
взаимодействующими c гидратно-активными 
центрами лиганда, ДНК и их комплекса, представлены 
в табл.1. Отметим, что в работе [24] для сильно 
связанной воды в случае свободной молекулы 
нетропсина получено значение Ny = 11.9, а для 
дистамицина Nj = 11.2, что хорошо согласуется c 
данными табл.1. 


Таблица 1. 
Расчетные параметры сильно-связанной воды 
N ASASA, 

AHNE Лиганд ДНК Комплекс n А? 
Беренил 8.9 165 -7.7 -694 
ПАРІ 8.6 164 -8.9 -621 
8293 9.4 162 -11.3 -754 
Дистамицин 12.2 160 -16.4 -1061 

DB75 

(Фурамидин) 7.9 164 163 -8.6 -683 
Хоекст33258 7.9 158 -14.1 -925 
Нетропсин 13.0 166 -11.2 -892 
Пентамидин 77 162 -9.4 -819 
Пропамидин 8.0 165 -6.8 -819 
SN6999 3.7 156 -11.5 -915 


Принципиальным выводом, вытекающим из 
анализа полученных результатов, является 
отрицательно значение индекса AN, 
свидетельствующего о суммарном зффекте 
вытеснения воды при образовании комплекса. 
Данный вывод находится в согласии с результатами 
молекулярного моделирования, проведенного 


другими авторами по некоторым из рассматриваемых 
лигандов [24,25], а также для класса ДНК- 
интеркалирующих  лигандов [22], и качественно 
соответствует выводам метода волюметрии [11-13] о 
вытеснении воды при комплексообразовании. Как и 
следовало ожидать, этот результат идет вразрез с 
выводами метода осмометрии для того же набора 
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лигандов |9,10| и демонстрирующего захват молекул 
водь. Не вдаваясь пока в детали обсуждения зтой 
проблемы, укажем на единственное имеющееся 
объяснение, высказанное в работе [9], и 
предполагающее, что два рассматриваемых метода 
учитывают разную по степени связывания C 
комплексом и реагентами воду: преимущественно 
сильно-связанную воду - в волюметрии, и в равной 
степени сильно- и слабо-связанную воду - в 
осмометрии. 

Различие в степени связанности воды может быть 
учтено методами молекулярного моделирования 
путем расчета гидратационных индексов в пределах 
заданной толщины гидратного слоя r, который для 
молекулы ДНК и ее комплексов с малыми 
молекулами оценивается на уровне /=4 A [8]. К 
сожалению, для рассматриваемых лигандов расчеты 
AN методами МД для r-4 А в литературе 
отсутствуют, в связи с чем корректность переноса 
использованной в настоящей работе методики расчета 
АМ на гидратный слой /=4 А была верифицирована по 
отношению к опубликованным в работе [24] данным 
МД по изменению гидратационных индексов 
нетропсина и дистамицина в пределах слоя 772.45 А 
при связывании с ДНК. 


заключающийся в оценке числа молекул воды в 
ближайшем гидратном слое толщиной 2.45 А с учетом 
радиальной плотности распределения молекул. 
Согласно [24], изменение числа молекул в гидратной 
оболочке лиганда AN; составили 10.2 и 7.3 для 
нетропсина и дистамицина, соответственно. Нами 
получены соответствующие величины изменения 
гидратации для нетропсина А№=16.3, а для 
дистамицина  AN;g-12.7. Различие в абсолютных 
значениях AN; является следствием использования 
как различных методов расчета, так и разных моделей 
молекулы воды (модель ТІРЗР, учитывающая 
водородные атомы в явном виде, - в настоящей 
работе, и модель SPC [26], в которой атомы водорода 
задаются неявно, - в работе [24]). Однако отношение 
индексов AN; для нетропсина и дистамицина 
практически идентично в двух методах: 1.4 по [24] и 
1.3 – в настоящей работе, что свидетельствует о 
взаимном качественном соответствии результатов 
моделирования, полученных различными авторами. 
Это позволяет применить использованную нами 
методику для расчета изменения гидратации в 
ближайшем гидратном слое ДНК толщиной 4 А. 
Результаты расчета изменения гидратации 
ближайшего гидратного слоя ДНК представлены в 


Авторы [24] использовали существенно иной табл.2. 
подход к расчету гидратационных индексов, 
Таблица 2. 
Расчетные параметры ближайшей гидратной оболочки толщиной /=4 А 
N 
ABRE Лиганд ДНК Комплекс AN Медик 
Беренил 55.8 349 -65.5 -9.6 
DAPI 51.6 352 -58.4 -6.8 
DB293 59.8 350 -68.2 -8.5 
Дистамицин 80.3 348 -90.6 -10.3 
DB75 
(Фурамидин) 35.4 358 350 -64.2 -8.5 
Хоекст33258 68.7 352 -75.0 -6.3 
Нетропсин 75.9 351 -83.5 -7.7 
Пентамидин 65.8 342 -82.5 -16.6 
Пропамидин 61.4 348 -88.7 -10.0 
SN6999 78.1 346 -88.7 -12.7 


Несмотря на то, что прямое сравнение абсолютных 
значений индексов AN, полученных из МД и 
волюметрии, по-видимому, имеет малое значение (см. 
обсуждение ниже), отметим, что в работе [13] полное 
изменение гидратации при комплексообразовании 
Хоекст33258 с ДНК составило АЛ=-55, в то время как 
в настоящей работе получено, на наш взгляд, 
достаточно близкое значение AN=-75 (см. табл.2). 
Отметим также, что, согласно результатам работы 
[25], при усреднении по МД для пропамидина при 
связывании с ДНК удаляется № -№Мднк=7-8 молекул 
воды, а DAPI М№-Мднк=5-6 при 7=3...7 А и слабо 
зависит от величины ғ и времени моделирования, что 
находится в соответствии с полученными нами 
данными (см. табл. 2). 


Вновь, вытекающим из анализа данных табл.2 
принципиальным выводом является отрицательное 
значение индекса AN. Это означает, что методы МД 
приводят к суммарной дегидратации лиганда, ДНК и 
их комплекса как на уровне сильно-связанной воды, 
так и на уровне воды, образующей ближайшую 
гидратную оболочку ДНК. Косвенно, этот результат 
дает основание усомниться в озвученном выше 
допущении о том, что именно различие типа 
измеряемой в методах волюмерии и осмометрии воды 
влияет на знак измеряемого индекса АМ. Следуя 
гипотезе, выдвинутой авторами [13] для объяснения 
характера изменения гидратного слоя ДНК при 
связывании с Хоекст33258, можно предположить, что 
изменение гидратации при комплексообразовании 
лигандов носит кооперативный характер. 
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Кооперативность не учитывается в методах 
молекулярного моделирования, следовательно, 
результат табл.2 не может содержать ничего иного, 
кроме вполне ожидаемого эффекта дегидратации: 
AN<0. Однако подчеркнем, что гипотеза 
кооперативности изменения гидратного слоя при 
связывании с лигандами до сих пор не получила 
экспериментального подтверждения. 

Таким образом, результаты настоящей работы 
свидетельствуют о суммарном высвобождении воды 
при комплексообразовании «желобочников» с ДНК, 
что принципиально согласуется с методом 
волюметрии, HO не согласуется с методом 
осмометрии. Следует отметить, что расхождение 
результатов этих двух методов ранее уже 
неоднократно отмечалось (см., например, работу [27]) 
лишь на количественном, но не на качественном 
уровне, в частности, по отношению к реакциям 
внутримолекулярной трансформации или связыванию 
с биорецептором малых лигандов. Считается, что 
осмометрия недооценивает вклад сильно-связанной 
воды и переоценивает вклад слабо-связанной воды, 
что может быть методически скорректировано [27]. 
Однако вновь акцентируем внимание на то, что в 
случае «желобочников» (настоящая работа) и 
интеркаляторов [22], мы имеем дело с 
принципиальным расхождением результатов этих 
методов по отношению к знаку AN. В работе [22] 
нами было сделано предположение, что применение 
метода осмометрии к ДНК-связывающимся лигандам 
может быть некорректным. Одним из допущений 


метода осмометрии является отсутствие 
взаимодействия осмолита как с ДНК, так и с 
лигандом, причем прямых экспериментальных 


подтверждений этому не существует, за исключением 
выводов об отсутствии взаимодействия ДНК -осмолит, 
основанных на косвенном сравнительном анализе 
(см., например, [9,28]). Если учесть, что в структуру 
типичного осмолита входят группы, способные к 
водородному связыванию, то как минимум 
взаимодействие лиганд-осмолит оказывается вполне 
возможным. Следовательно, суммарное изменение 
числа молекул воды в процессе 
комплексообразования в методе осмометрии может 
включать в себя добавку от изменения гидратации 
самого осмолита, не учитываемой в традиционной 
осмометрии. Однако более фундаментальным, на наш 
взгляд, основанием для критики метода осмометрии 


является вытекающий из него сам факт 
дополнительного захвата воды при  комплексо- 
обр азовании, что означает энтропийную 


невыгодность процесса в целом и противоречит 
устоявшейся концепции гидрофобного эффекта от 
ДНК-связывания данного класса лигандов. 

До сих пор речь шла о суммарном эффекте 
изменения гидратации лиганда, ДНК и их комплекса в 
реакции взаимодействия. Метод волюметрии 
позволяет оценить также и число молекул, 
высвобождающихся из гидратной оболочки ДНК при 
связывании лиганда без учета гидратации самого 


лиганда. В терминах молекулярного моделирования 
это аналогично индексу М№к-М№днк (см. табл.2). 
Отметим, что величины М№к-М№днк для сильно 
связанной воды (табл. 1, данные не приведены) не 
являются физически значимыми, т.к. их величины 
имеют тот же порядок, что и их флуктуации в 
процессе МД (2...4 молекулы)). В работах [12,13] 
методом волюметрии было установлено, что №к-Мднк 
для связывания Хоекст33258 соответствует захвату 
примерно 21 молекулы воды, в то время как 
связывание нетропсина соответствует 
высвобождению 20-40 молекул воды в зависимости от 
типа нуклеиновой кислоты. Как следует из табл.2, 
разница  М№М-М№ нк всегда | отрицательна, т.е. 
предполагает высвобождение воды для всех лигандов, 
причем этот вывод согласуется с уменьшением 
расчетной площади поверхности, доступной для 
растворителя (ASASA, см. табл.1). К сожалению, 
указанное несоответствие в рамках настоящей работы 
не может быть адекватно интерпретировано. Отметим 
лишь, что не только методика обработки, но даже и 
интерпретация волюметрических данных в настоящее 
время еще не до конца отработаны и существенно 


зависимы от используемой модели. В качестве 
примера приведем мнение авторов работы [11], 
использующих для интерпретации данньх 
волюметрий по связывании лигандов с ДНК 


представление о том, что вклад полярной и 
неполярной областей взаимодействующих молекул в 
суммарный молярный объем, измеряемый в 
волюметрии, существенно различен и может носить 
компенсационный характер. В традиционной 
методике, использованной авторами цитируемых 
нами работ по волюметрическому исследованию 
реакций Лиганд-ДНК [11-13], данное различие не 
учитывается и, следовательно, может давать 
погрешность определения гидратации. Помимо этого 
отметим, что оценка изменения конфигурационной 
энтропии, вытекающая из волюметрических данных 
[13], приводит к пренебрежимо малому ее значению, в 
то время как в литературе господствует представление 
о том, что вклад конфигурационной энтропии для 
«желобочников» существенен и достигает сотни 
Дж/моль К [29]. Таким образом, методы волюметрии 
и осмометрии, по-видимому, требуют дальнейшего 
усовершенствования как минимум по отношению к 
ДНК-связывающимся лигандам. Во всяком случае 
интерпретация результатов применения этих методов 
к измерению гидратации ДНК-связывающихся 
лигандов должна учитывать их внутреннюю 
несогласованность. 


ВЫВОДЫ 


Основной результат настоящей работы 
заключается в установлении факта высвобождения 
молекул воды как непосредственно связанных с 
гидратно-активными центрами лиганда и ДНК, так и 
воды из ближайшей гидратной оболочки лиганда и 
ДНК, при комплексообразовании лигандов- 
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желобочников в малую канавку ДНК. Показано, что 
для серии типичных «желобочников» высвобождение 
имеет место не только на уровне полного изменения 
гидратации, но и на уровне изменения гидратации 
ДНК без учета лиганда. Впервые установлено, что 
изменение гидратации на уровне ДНК частично не 
согласуется с результатами метода волюметрии, и 
полностью согласуется с этим же методом, но на 
уровне полного изменения гидратации. Сделано 
предположение о том, что методы осмометрии и 
волюметрии, дающие диаметрально 
противоположные результаты по отношению к 
гидратации лиганд-ДНК, требуют критического 
пересмотра традиционно используемых в этих 
методах методиках как минимум по отношению к 
классу ДНК-связывающихся лигандов. 
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ЗМІНА ГІДРАТАЦІЇ ПРИ ЗВ'ЯЗУВАННІ ЛІГАНДІВ З МАЛИМ ЖОЛОБКОМ ДНК 

Костюков В.В., Євстигнєєв М.П. 

Методом молекулярної динаміки вивчено зміни найближчого водного оточення при зв'язуванні з малим жолобком ДНК 
десяти типових препаратів, що широко застосуються у клінічній практиці. Встановлено, що для всіх лігандів при їх 
комплексоутворенні з ДНК відбувається вивільнення частини зв'язаної води, як по відношенню до вільної ДНК, так і до 


комплексу в цілому. Проведено порівняльний аналіз результатів розрахунків з експериментальними даними волюметрії та 
осмометрії. 


Ключові слова: малий жолобок ДНК, гідратація, вивільнення води, молекулярна динаміка. 


CHANGES IN HYDRATION ON LIGAND BINDING WITH DNA MINOR GROOVE 
Kostjukov V.V., Evstigneev M.P. 


The changes in the nearest water environment upon binding with a DNA minor groove of ten typical drugs that are widely used in 
clinical practice, were investigated by molecular dynamics. It was found that for all the ligands studied, during their complexation 
with DNA a release of bound water occurs either with respect to free DNA and to the complex as a whole. A comparative analysis of 
simulation results with experimental data of volumetry and osmometry was performed. 


Key words: DNA minor groove, hydration, water release, molecular dynamics. 
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Исследованы оптические свойства THO3HHOBOTO красителя метиленового синего B растворах неорганических полифосфатов c 
разной длиной полимерной цепи и разной концентрации с целью выяснения возможного вклада внутриклеточных 
полифосфатов в явление метахромазии. Установлено, что основные параметры спектров поглощения метиленового синего 
при его взаимодействии с полифосфатами сильно варьируют в зависимости от концентрации полимера и длины 
полифосфатной цепи. В комплексе с полифосфатами разные формы метиленового синего характеризуются максимумом 
поглощения на длинах волн, лежащих в относительно широком диапазоне: мономер - 671.9-674.5 нм, димер - 620-644 нм и 
тример — 574.0-592.0 нм. Вариации спектров поглощения связаны с нелинейными изменениями образования MOHO-, ди- и 
тримерных форм красителя, ассоциированного с полифосфатом, при этом в растворах с низкой концентрацией полимера и с 
относительно малой (16-18 звеньев) длиной цепи доминируют тримерные комплексы. Основные параметры спектров 
поглощения метиленового синего в растворах полифосфатов флуктуируют во времени. Выявленные особенности 
оптических свойств метиленового синего в растворах полифосфатов могут быть одной из причин метахромазии, 


наблюдаемой в биологических исследованиях. 


Ключевые слова: метахромазия, метиленовый синий, полифосфаты, спектры поглощения. 


ВВЕДЕНИЕ 


Метахромазия - это широко известное явление 
цветовой и тональной вариабельности окраски клеток 


И биологических тканей при использовании 
определенных кр асителей. Кр асители, дающие 
метахроматическое окрашивание, как правило, 


относятся к группе трифенилметановых, тиозиновых 
и оксазиновых органических соединений. 
Метахромазия может проявляться в очень широком 
цветовом диапазоне — от синего до красного. Это 
свойство красителей давно используется в 
биологических и медицинских исследованиях для 
изучения структуры клеток и тканей, а также для 
выявления патологических процессов. 

Следует отметить, что в настоящее время нет 
общепринятых представлений о причинах 
метахромазии. Предполагают, что  метахромазия 
обусловлена полимеризацией молекул красителя под 
влиянием заряженных и незаряженных полярных 
групп биологических молекул клеток или ткани, 
различиями рН и температуры среды. Имеются 
убедительные доказательства, что  метахромазия 
может быть обусловлена образованием ди- и 
тримерных комплексов этих молекул [1,2,3]. Однако 
остается ряд невыясненных вопросов, например, 
связанных с тем, что метахромазия нередко 


проявляется в популяции клеток, которые находятся в 
одних и тех же постоянных условиях и находящихся 
условно в одном и том же физиологическом 
состоянии, но при окрашивании все равно имеют 
разные цветовые и тональные особенности. Еще более 
загадочными являются периодические и 
квазипериодические вариации метахромазии BO 
времени. На такие временные вариации окрашивания 
клеток впервые обратили внимание Вельховер С.Т. и 
Чижевский А.Л. [4]. Причины таких вариаций разные 
авторы связывали с природными факторами, которые 
контролируются космической погодой [5-7]. 

В последние десятилетия такая точка зрения 
находит  экспериментальное подтверждение, в 
частности обнаружена корреляция индексов 
метахромазии с потоком космических лучей [8]. 
Однако указанный феномен все еще далек от 
понимания его природы. Предполагается, что среди 
природных физических факторов, влияющих на 
метахроматическое окрашивание клеток и тканей, 
могут быть вариации электромагнитного фона Земли, 
связанные с земной и космической погодой, но это 
требует серьезной экспериментальной верификации. 

Одним из ярких примеров метахромазии является 
изменение цвета метиленового синего при окраске 
гранул полифосфатов (волютина) [9]. На этом 
основании гранулы волютина часто называют 
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метахроматическими гранулами. Неорганические 
полифосфаты представляют собой линейные 
полимеры ортофосфорной кислоты, в которой 
кислотные остатки связаны между собой 
ангидридными связями. В живых клетках размеры 
полифосфатных цепей варьируют в широких 
пределах - от 3 до 1000 звеньев [9]. Полифосфаты в 
клетке являются резервом фосфора и энергии, которая 
высвобождается при гидролизе ангидридных связей. 
Учитывая тот факт, что полифосфаты в клетке 
присутствуют в виде солей и связывают ионы Ма, К, 
Ca", Ме", они рассматриваются как элемент 
буферной системы клетки и, одновременно с этим, 
как ионообменники, которые регулируют 
концентрацию свободных ионов в клетке [10]. В 
настоящее время полифосфаты выявлены в клетках 
практически у всех видов живых организмов, они 
принимают участие в регуляции разнообразных 
метаболических процессов и их состояние (длина 
полимерной цепи, степень разветвленности, 
конформационное состояние и т.д.) в определенной 
степени отражает функциональное состояние клеток. 
В связи с вышеуказанным, целью данной работы 
было изучение оптических свойств тиозинового 
красителя метиленового синего в растворах 
неорганических полифосфатов с разной длиной 
полимерной цепи и разной концентрации. 


МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ 


Исследовали растворы полифосфата натрия с 
длиной цепи 12-18 (ПФ 2.18) и 200 (ПФ›оо) фосфорных 
остатков (производство компании «Sigma», США и 
«Реанал», Венгрия) в конечной концентрации 0.5 и 2.0 
мг/мл. рН растворов доводили до нейтральных 
значений титрованием 0.2 М раствором NaOH. 
Концентрация метиленового синего в исследуемых 
растворах составляла 0.005 мг/мл. 

Регистрацию спектров поглощения проводили на 
спектрофотометре относительно воды. Выявление 
моно-, ди- и тримерных форм метиленового синего, а 
также оценку их вклада в интегральный спектр 
поглощения, проводили методом вписывания гаусиан 
с помощью процедуры Fit Multiple Peak в 
программном пакете Origin 8 (рис. 1). В расчетах в 
качестве базовых значений максимумов поглощения 
указанных моно-,  ди- и тримерных форм 
метиленового синего использовали рассчитанные 
нами средние значения этого параметра на основе 
данных, полученных из множества литературных 
источников для разных полимеров - 670, 630 и 580 
нм, соответственно для моно-, ди и тримера. В этой 
связи важно отметить, что анализ литературы показал 
широкое  варьированиє значений максимумов 
поглощения разных форм метиленового синего в 
пределах от десятка до нескольких десятков 
нанометров в зависимости от типа полимерных 
молекул и экспериментальных условий. 
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Рис. 1. Анализ спектра поглощения метиленового синего в 
растворе полифосфата натрия (линия 1) с целью выявления 
MOHO-, ди- и тримерных форм, соответственно линии 2, 3 и4. 


Статистическую обработку данных проводили на 
основе общепринятых методов вариационной 
статистики, а оценку достоверности различий между 
выборками осуществляли с помощью критерия 
Стьюдента. 


РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ 


Анализ спектров поглощения метиленового синего 
показал существенную вариативность их основных 
параметров (рис. 2, табл. 1 и 2). Одной из причин 
такой вариативности, как и ожидалось, является 
разная концентрация полимера. При этом закон 
Бугера-Ламберта-Бэра в случае c полифосфатами, так 
же как и с другими полианионами, не соблюдается, 
так как в исследуемой системе при изменении 
концентрации полимера происходит нелинейное 
перераспределение молекул красителя между моно-, 
ди- и тримерными формами (рис. 3, табл. 2). 
Одновременно с этим важную роль играет длина 
полимерной цепи. 

Математический анализ спектров (табл. 2) 
показывает, разные формы метиленового синего, 
растворенного в воде, характеризуется максимумом 
поглощения на длинах волн, лежащих в относительно 
узком диапазоне: мономер -671.3-672.0 нм, димер - 
630.4-633.1 нм и тример - 570.2-576.0 нм. Однако при 
образовании комплексов с полифосфатами 
спектральные характеристики ди- и тримерных форм 
метиленового синего варьируют в более широких 
диапазонах. В зависимости от концентрации и длины 
цепи изучаемого полимера максимум поглощения 
мономера красителя может находиться в диапазоне - 
671.9-674.5 нм, димера - в диапазоне 620-644 нм, а 
тримерных форм - в пределах 574.0-592.0 нм. При 
этом для тримерных форм, находящихся в комплексе 
с полифосфатом, характерен заметный красный сдвиг 
максимума поглощения в среднем на 10 нм по с 
равнению с тримерными комплексами красителя, 
находящимися в воде (табл. 2). Вероятно, данный 
факт указывает на существенное уменьшение 
полярности окружения тримерных комплексов в 
растворах полифосфатов, которое связано с уходом 


ВАРИАБЕЛЬНОСТЬ ОПТИЧЕСКИХ СВОЙСТВ МЕТИЛЕНОВОГО СИНЕГО 
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В РАСТВОРАХ НЕОРГАНИЧЕСКОГО ПОЛИФОФАТА НАТРИЯ КАК ОДНА ИЗ ПРИЧИН МЕТАХРОМАЗИЙ 


молекул красителя из водной фазы и стабилизации 
данного состояния. 

Данные по оптической плотности разных форм 
красителя (табл. 3) свидетельствуют о том, что 
преимущественное образование и стабилизация 
тримерных комплексов происходит в растворах с 
относительно низкой концентрацией полифосфатов, 
где, доминирует процесс образования тримерных 


комплексов. Высокое содержание тримеров придает 
таким растворам розоватый оттенок. Одновременно с 
этим, наиболее выраженные изменения характерны 
для растворов короткоцепочных полимеров, что, на 
наш взгляд, свидетельствует о важной роли 
пространственной структуры полимера в образовании 
и стабилизации комплексов красителя с фосфатной 
полимерной цепью. 
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Рис. 2. Спектры поглощения растворов метиленового синего (линия 1) и его комплексов с полифосфатами: ПФ 15-1: (линия 


2) та ПФ 59, (линия 3) (концентрация полифосфата 0,5 мг/мл). 


Примечания: А, Б, В - 1, 2 и 3 часа после приготовления растворов, концентрация метиленового синего - 0.005 мг/мл. 
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Рис. 3. Спектры поглощения растворов метиленового синего (линия 1) та его комплексов с полифосфатами: ПФ 16.13 (линия 


2) ra ПФ здо (линия 3) (концентрация полифосфата 2 мг/мл). 


Примечания: A, Б, В - 1, 2 и 3 часа после приготовления растворов, концентрация метиленового синего — 0.005 мг/мл. 


Таблица 1. 


Максимумы поглощения моно-, ди- и тримерных форм метиленового синего 
в растворах полифосфатов с разной длиной цепи и разной концентрации 


Форма Время после приготовления раствора 
метиленового 
синего 1 час 2 часа 3 часа 
Метиленовый синий 
Мономер (Amax) 672,0+0,6 671,3+0,4 672,0+0,4 
Димер (Ах) 632,5+1,6 630,4=1,1 633,1+0,8 
Тример (Amax) 575,5+5,1 570,2+3,5 576,0+1,8 


ПФ, ;4 (концентрация 0,5 мг/мл) 


Мономер (Amax) 673,0+0,5 674,5+0,2 674,5+0,4 

Димер (Amax) 639,4+3,7 639,5+1,2 644,0+4,5 

Тример (А) 591,8+0,9 589, 1+0,5 592,0+2,4 
ОФ; с 1з (концентрация 2 мг/мл) 

Мономер (Amax 671,9-1,3 672,8+0, 1 672,7+0,2 

Димер (Мах) 628,4+2,1 633,5+0,2 631,4+0,6 

Тример (Amax) 581,3+4,3 583,6+1,1 579,3+1,0 
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ПФ, (концентрация 0,5 мг/мл) 
Мономер (Amax) 672,7+0,4 671,0+1,1 671,3+1,5 
Димер (М ах) 620,8+1,4 629,5+3,3 628,3+0,2 
Тример (Amax) 578,4+0,9 583,3+0,6 580,3+0,6 
ПФ оо (концентрация 2 мг/мл) 
Мономер (Amax) 673,6+2,4 672,3+0,6 673,7+0,02 
Димер (Ах) 631,6+4,4 630,5=2,6 634,3+1,0 
Тример Qu) 574,0+4,1 582,0+5,1 589,7+0,4 
Таблица 2. 


Оптическая плотность моно-, ди- и тримерных форм метиленового синего 
в растворах полифосфатов с разной длиной цепи и разной концентрации 


Форма Время после приготовления раствора 
метиленового 
1 час 2 часа 3 часа 
синего 
Метиленовый синий 
Мономер (Damax) 0,190=0,020 0,200=0,010 0,160+0,020 
Димер (Amax) 0,220+0,050 0,220+0,010 0,180+0,003 
Тример (Amax) 0,070+0,009 0,050+0,004 0,060+0,004 
ПОФ; 1з (концентрация 0,5 мг/мл) 
Мономер (Amax) 0,140+0,010 0,160+0,005 0,140+0,02 
Димер (М ах) 0,080=0,007 0,090=0,004 0,090+0,01 
Тример (Amax) 0,190+0,010 0,190+0,008 0,210+0,02 


ПФ; уз (концентрация 2 мг/мл) 


Мономер (Amax) 0,200+0,020 0,210+0,006 0,210+0,002 

Димер (sax) 0,190+0,070 0,270+0,01 0,270+0,001 

Тример (Amax) 0,110+0,030 0,100+0,002 0,090+0,003 
ПФ, оо (концентрация 0,5 мг/мл) 

Мономер (Amax) 0,140+0,007 0,140+0,007 0,140+0,006 

Димер (Мах 0,040+0,010 0,030+0,005 0,040+0,001 


Тример (Amax) 0,230+0,010 0,210+0,004 0,210+0,010 
ПФ» (концентрация 2 мг/мл) 

Мономер (М пах) 0,120+0,020 0,17040,002 0,160+0,001 

Димер (Мах 0,100+0,060 0,180+40,010 0,170+0,003 

Тример Qux 0,190=0,008 0,110+0,010 0,150+0,006 


Обращает на себя внимание тот факт, что 
оптические свойства растворов немного изменяются 
так же и во времени (рис. 2, табл. 2 и 3). Эти 
изменения мало заметны при зрительном восприятии, 
но достоверно регистрируются аппаратно. Причины 
такой вариабельности пока малопонятны, однако 
данный факт указывает на то, что исследуемая, на 
первый взгляд, простая модельная система 
«краситель-полимер» в процессе экспериментальных 
наблюдений находится в неравновесном состоянии и 
является чувствительной к действию разнообразных 
факторов, в том числе и неконтролируемым в 
эксперименте (акустический и электромагнитный фон 
в широком диапазоне частот, градиенты постоянного 
магнитного и электрического полей и др.). Например, 
давно известны факты ВЛИЯНИЯ слабых 
электромагнитных полей на поведение органических 
молекул в растворах. В частности, под действием 
слабых переменных магнитных полей изменяется 
растворимость бензола и его сорбция белками [11] 
изменяется растворимость и из агрегационные 
свойства фосфолипидов и гликозидов [12,13] 
изменяются скорости химических реакций [14]. 
Не смотря на то, что все эти факты еще не получили 
общепринятого теоретического объяснения, они 


должны учитываться в экспериментальной работе. 
Вероятно, вариации атмосферного давления и 
связанные с ними изменения концентрации 
растворенного кислорода тоже могут рассматриваться 
в качестве таких неконтролируемых факторов, 
которые влияют на спектральные характеристики 
растворенных веществ [15,16]. В связи с этим, следует 
отметить, что метахромазия в биологических 
исследованиях является нетривиальным явлением, 
которое зависит от множества разнообразных 
условий, начиная с особенностей пространственной 
структуры и концентрации полимера, с которым 
связываются красители, заканчивая действием 
разнообразных внешних факторов, которые могут 
влиять на процесс сорбции красителя с 
полианионными матрицами полимерных молекул. 


ВЫВОДЫ 


1. Основные параметры спектров поглощения 
метиленового синего при его взаимодействии с 
полифосфатами сильно варьируют в зависимости от 
концентрации полимера и длины полифосфатной 
цепи. В комплексе с полифосфатами разные формы 
метиленового синего характеризуются максимумом 
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ВАРІАБЕЛЬНІСТЬ ОПТИЧНИХ ВЛАСТИВОСТЕЙ МЕТИЛЕНОВОГО СИНЬОГО B РОЗЧИНАХ 
НЕОРГАНІЧНИХ ПОЛІФОСФАТІВ НАТРІЮ ЯК ОДНА З ПРИЧИН МЕТАХРОМАЗІЇ 


Мартинюк В.С., Громозова Е.Н., Лукьяненко І.В., Цейслєр Ю.В. 


Досліджено оптичні властивості тіозінового барвника метиленового синього в розчинах неорганічних поліфосфатів з 
різною довжиною полімерного ланцюга 1 різної концентрації з метою з'ясування можливого внеску внутрішньоклітинних 
поліфосфатів у явище метахромазії. Встановлено, що основні параметри спектрів поглинання метиленового синього при 
його взаємодії 3 поліфосфатом варіюють залежно від концентрації полімеру i довжини поліфосфатного ланцюга. У 
комплексі з поліфосфатом різні форми метиленового синього характеризуються максимумом поглинання на довжинах 
хвиль, що лежать у відносно широкому діапазоні: мономер - 671.9-674.5 нм, димер - 620-644 нм і тример - 574.0-592.0 нм. 
Варіації спектрів поглинання пов'язані з нелінійними змінами утворення MOHO-, ди-і тримерних форм барвника, 
асоційованого з поліфосфатами, при цьому в розчинах з низькою концентрацією полімеру і з відносно малою (16-18 ланок) 
довжиною ланцюга домінують тримерні комплекси. Основні параметри спектрів поглинання метиленового синього в 
розчинах поліфосфатів флуктуюють у часі. Виявлені особливості оптичних властивостей метиленового синього в розчинах 
поліфосфатів можуть бути однією з причин метахромазії, що спостерігається в біологічних дослідженнях. 


Ключові слова: метахромазія, метиленовий синій, поліфосфати, спектри поглинання. 
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VARIABILITY OF OPTICAL PROPERTIES OF METHYLENE BLUE IN INORGANIC SODIUM POLYPHSPHATE 
SOLUTIONS AS ONE OF THE REASONS METACHROMASIA 


Martyniuk V.S., Hromozova E.N, Lukyanenko I.V., Tseislyer Yu.V. 


The optical properties of thiosine dye methylene blue in solutions of inorganic polyphosphates with different polymer chain length 
and varying concentrations were studied to determine the possible contribution of intracellular polyphosphates in metachromasia 
phenomenon. Revealed basic parameters of the absorption spectra of methylene blue in its interaction with polyphosphate vary 
depending on the concentration and length of the polymer chain of poliphosphate. In conjunction with polyphosphate various forms 
of methylene blue are characterized by a maximum absorption at wavelengths that lie within a relatively wide range: monomer - 
671.9-674.5 nm, dimer - 620-644 nm and trimmer - 574.0-592.0 nm. Variations of absorption spectra associated with nonlinear 
changes in the formation of mono-, di-and trymernyh forms of dye associated with polyphosphate, while in solutions with low 
concentration of the polymer with a relatively small (16-18 units) chain dominated trymerni complexes. The main parameters of the 
absorption spectra of methylene blue in solution polyphosphates fluctuate duting the time. The features of the optical properties of 
methylene blue in solutions of polyphosphates may be one reason of metachromasia observed in biological research. 


Key words: metachromasia, methylene blue, polyphosphates, absorption spectra. 
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В статье рассматривается модель, описывающая экзоцитоз медиатора в синаптическую щель при передаче нервного 
импульса. В основу модели положены современные представления о природе экзоцитоза медиатора как о случайном 
процессе. Модель учитывает то обстоятельство, что везикулы пресинаптической мембраны, содержащие медиатор, 
группируются по нескольким пулам и имеют разные свойства в разных пулах. Основное внимание при анализе 
результатов модели уделяется устойчивости системы. В частности, показано, что такая система (в рамках 
рассмотренной модели) имеет четко выраженный пороговый тип поведения и устойчива с точки зрения вариации 


входных параметров модели. 


Ключевые слова: синапс, 
ацетилхолин, нервньй импульс. 


BBE/IEHHE 


Передача нервного импульса через химический 
синапс состоит из нескольких ключевых этапов, каждый 
из которых не является тривиальным (см., например, 
[1,2]. Обычно рассматривают экзоцитоз в 
синаптическую щель медиатора из везикул 
пресинаптической мембраны при подходе нервного 
импульса, непосредственно перемещение медиатора к 
постсинаптической мембране, и взаимодействие 
медиатора с  постсинаптической мембраной (ее 
активация) с последующим генерированием импульса. 
Каждый из этих процессов может быть темой 
отдельного исследования (см., например, [3-10]). 

На сегодня общепризнанной является точка зрения, 
согласно которой экзоцитоз в синаптическую щель 
медиатора является случайным процессом. Можно было 
бы ожидать, что такая биофизическая система является 


существенно стохастической, чего, собственно, не 
наблюдается на практике. Учитывая сложную 
межпуловую организацию медиаторсодержащих 


везикул (см. например, обзор [11]), данный факт 
требует если не объяснения, то, по крайней мере, общего 
анализа. Именно такой анализ является предметом 
статьи. В частности, предлагается достаточно простая 
модель, которая описывает процесс секреции медиатора 
из везикул | пресинаптической мембраны в 
синаптическую щель при передаче нервного импульса. 
Модель учитывает наличие нескольких пулов (точнее, 
предложенная модель является двухпуловой), равно как 


постсинаптическая мембрана, 


пресинаптическая мембрана, везикула, медиатор, 


и процесс восстановления везикул между передачей 
импульсов. В процессе анализа результатов модели 
основное внимание уделяется не столько 
количественным оценкам, сколько устойчивости 
рассматриваемой биофизической системы к изменению 
ее собственных параметров и характеристик. 

Перед непосредственно рассмотрением модели 
сделаем несколько замечаний относительно базовых 
положений, которые принимались в расчет при ее 
составлении. В частности, известно, что медиатор 
(например, ацетилхолин) содержится в везикулах, 
размещенных на разном расстоянии от 
пресинаптической мембраны. Обычно, в зависимости от 
расстояния до  пресинаптической мембраны и 
готовности везикул к экзоцитозу, выделяют три области 
каптирования везикул, или три пула [11]. Везикулы в 
первом пуле, прилегающем к  пресинаптической 
мембране, наиболее мобильны и готовы к секреции в 
синаптическую щель во время прихода нервного 
импульса. Пополнение везикул первого пула 
осуществляется за счет везикул второго пула. Обычно 
это процесс достаточно медленный (во всяком случае, 
по сравнению со скоростью впрыскивания медиатора из 
везикул первого пула в синаптическую щель). Кроме 
того, если первый пул истощен, то при приходе 
импульса существенно увеличивается вероятность того, 
что везикулы из второго пула переместятся к 
пресинаптической мембране с последующей секрецией 
медиатора, содержащегося в этих  везикулах, в 
сипаптическую щель. Третий пул обычно служит для 
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пополнения второго пула. Что касаєтся содержания 
везикул в разных пулах, то оценки разнятся для 
синапсов разных типов [11], причем на порядки 
величин, однако общая тенденция такова, что во втором 
пуле везикул на несколько порядков больше, чем в 
первом, а в третьем пуле везикул больше на несколько 
порядков, чем во втором пуле. С точки зрения 
дальнейшего анализа интерес представляют такие 
обстоятельства. 

Основной вклад в секрецию ацетилхолина в 
синаптическую щель вносят везикулы первого пула. 
Вероятность раскрытия везикулы существенна при 
приходе импульса. 

Первый пул пополняется везикулами из достаточно 
большого резервуара. При отсутствии импульса это 
основной механизм пополнения первого пула. 

При поступлении импульса и значительном 
истощении первого пула, возможна также секреция 
непосредственно из резервного пула, которая, однако, 
происходит намного медленнее, чем из первого, 
основного. 

Именно из этой последовательности 
взаимодействий будем исходить при анализе процесса 
секреции медиатора в синаптическую щель. 


БАЗОВАЯ МОДЕЛЬ 


Основу модели, используемой в данной статье для 
анализа процессов зкзоцитоза медиатора B 
синаптическую щель, составляет, как уже отмечалось 
выше, предположение, что сам факт раскрытия 
везикулы с медиатором и впрыскивание его в щель 
ЯВЛЯЮТСЯ случайным процессом. В рамках модели 
возможны два механизма впрыскивания медиатора в 
синапс из везикул. Первый, основной, СОСТОИТ B TOM, ЧТО 
при подходе импульса раскрываются везикулы первого 
пула. Если пресинаптическая мембрана не возбуждена 
импульсом, вероятность такого события (в рамках 
модели) равняется нулю. Поступление на 
постсинаптическую мембрану нервного импульса 
приводит к тому, что вероятность раскрытия везикулы 
становится отличной от нуля. Для простоты полагаем, 
что все везикулы одинаковы, содержат одинаковое 
количество медиатора и при наличии нервного импульса 


для каждой из них вероятность раскрытия равняется ру. 


Дополнительный механизм состоит во 
впрыскивании медиатора в синаптическую щель из 
везикул резервного пула (в рамках модели второй и 
третий пулы неразличимы). Дополнительный механизм 
активируется, только если первый пул не заполнен 
полностью. В этом случае при подходе импульса 
везикула из второго пула может секретировать медиатор 


вместо "вакантной" везикулы первого пула с 
вероятностью р». 
Полагаем, что в первом пуле стандартное 


(максимальное) количество везикул равняется № 
(емкость пула). В резервном пуле количество везикул 


считаем достаточно большим для того, чтобь не 
учитывать изменение этого количества при пополнении 
первого пула и прямой секреции ацетилхолина в 
синаптическую щель из везикул резервного пула. 
Поскольку процесс генерирования импульса 
является пороговым, считаем, что импульс проходит 
через синапс только если в синаптическую щель 
впрыснуто медиатора не менее чем из п везикул. Что 
касается количества порций медиатора, впрыснутых в 
синаптическую щель (количество раскрытых везикул), 


то в рамках рассматриваемой модели это случайная 
величина, которую обозначим как х,. Таким образом, 
величина (С имеет распределение Бернулли с 
вероятностью успеха p). 


Если интервал между импульсами достаточно 


большой, чтобы первый пул успел полностью 
восстановиться, то статистические характеристики 
биофизической системы определяются 


характеристиками величины б Поскольку в общем 
случае первый пул до прихода очередного импульса 
может и не восстановиться, то в экзоцитозе принимают 
участие и везикулы резервного пула. Поэтому введем 
еще ряд обозначений: для количества везикул в первом 
пуле после передачи ko-ro импульса (k = 1,2,3,...) 


вводим обозначение Nk, а через ук обозначим количество 
везикул в первом пуле перед приходом k -ro импульса. 
Через бе обозначим случайную величину, равную 
количеству раскрывшихся везикул при передаче k -ro 


импульса. 
Для количественного анализа процесса передачи 
импульсов необходимо определить формальные 


характеристики для механизма пополнения первого пула 
при отсутствии импульса Данный процесс, для 
удобства, рассматриваем как детерминированный. В 
частности, полагаем, что на восстановление одной 


везикулы первого пула необходимо время t 0 


(феноменологический параметр модели). 

В рамках представленной модели исследуем вопрос 
о вероятности передачи отдельного импульса и 
вероятности передачи нескольких последовательных 
импульсов в зависимости от интервала времени между 
приходами импульсов. 


ОДИНОЧНЫЙ ИМПУЛЬС 


Что касается первого импульса (импульса, который 
поступает на пресинаптическую мембрану при условии, 
что первый пул полностью заполнен везикулами), то 
анализ выполняется в рамках схемы Бернулли. В 


частности, математическое ожидание M& для 
количества раскрывшихся везикул (первого пула- 
везикулы второго пула в секреции не участвуют) 
определяется как 

Мё = Np, 


(1) 
ре 


a дисперсия "1 для этой случайной величины 


вычисляется как 
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D = Nal -2) о 

Математическое ожидание и дисперсия для 

количества везикул N1, которые останутся B первом пуле, 
в этом случае равняются соответственно 

Мт, = NO р ) (3) 

Dn, = Np, (1 =P) (4) 


Соотношения (3) и (4) являются следствием 
Хт 


очевидного равенства 294 (оно справедливо 
только для первого импульса). 

Как отмечалось выше, для прохождения импульса 
необходимо, чтобы в синаптическую щель выделилось 


содержимое не менее и везикул. Поэтому событие 


А={ 2 n) 
1 фактически состоит B TOM, что импульс 
передается через щель. Вероятность этого события 


AT 


P(A) = У CE pt0 — ру 


kn (5) 
N! 
где через С d = обозначены 
КИМ - К)! 
биномиальные коэффициенты. 
Вероятность, определяемая соотношением (5), 


существенно зависит от значений входящих в него 
параметров: вероятности раскрытия везикулы первого 


пула p,, количества везикул в первом пуле М и 


минимального количества везикул п , которые должны 
раскрыться для того, чтобы произошла передача 
импульса через синапс. В принципе, это свойства 
распределения Бернулли, которые общеизвестны и на 
которых нет особого смысла останавливаться. Выделим 
только некоторые, наиболее показательные с точки 
зрения биофизики исследуемого процесса. При этом 

п 

N, 
то есть положить п = aN, где О < а <1 (с учетом 
целочисленности параметра л ). На рис. 1 приведены 
графики для зависимости вероятности передачи 


импульса от параметров р, 


а 
удобнее перейти от параметра п к показателю 


и а для нескольких 


характерных значений параметра № (емкость первого 


пула). 


Представленные графики являются, по 


сути, 
фазовыми диаграммами в координатах параметров ри 
а , определяющими пропускную способность синапса 
(на уровне выделения медиатора в синаптическую щель) 
для одиночного нервного импульса. Темные области на 
графиках соответствуют существенно близкой к нулю 
вероятности передачи сигнала, а светлые — вероятности, 
близкой к единице. Граница этих областей определяется 
линией р=ас некоторой долей размьтости, которая 


уменьшается по мере увеличения емкости первого пула. 


Рис. 1. Вероятность прохождения сигнала через синапс в 
зависимости от значений параметров Pi иа при разной 


емкости первого пула: а) М - 10, 60) М - 50, в) 
М - 500,r) М - 2000 


Графики приведены для значений М = 10, 
М = 50, М = 500 и М = 2000. Начиная c 
нескольких сотен везикул в пуле, общая картина 
а для 


линии раздела областей, то оно является очевидным и 
объясняется просто. Дело в том, что математическое 
ожидание для количества раскрывающихся везикул, 


меняется слабо. Что касается соотношения р = 


согласно (1), равняется Np,, и это значение близко к 


наиболее вероятному количеству раскрывающихся 
везикул. Поэтому оценкой числа 51 может быть 
значение МР. С другой стороны, импульс проходит, 
ели 3777 aN, Другими | словами, если 
минимальное количество везикул для передачи 


импульса не превышает математического ожидания для 
числа раскрывающихся везикул, вероятность передачи 
импульса высока. Если нет – то близка к нулю. Эта 
градация тем сильнее, чем больше число М . 


ПОСЛЕДОВАТЕЛЬНОСТЬ ИМПУЛЬСОВ 


Далее рассмотрим ситуацию, когда вслед за первым 
сигналом приходит второй. В этом случае важным 
показателем является временная задержка ГА между 
сигналами. Понятно, что если интервал времени между 
сигналами достаточно большой, H первый пул успевает 
восстановиться До прихода второго сигнала, то сигналы 
можно считать независимыми в том смысле, что 
наличие первого сигнала не влияет на прохождение 
сигнала второго. В общем случае это не так. 
Действительно, если при прохождении первого сигнала 


в синаптическую щель выделилось содержимое & 
везикул, TO K приходу второго импульса первьій пул 


у, = mn( N,N +7 


будет содержать ? 74) везикул, где 


r = |t/ fo | 
введено обозначение / 01 (квадратные скобки 
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означают выделение целой части). Эти везикулы 

N-—v 
раскрываются с вероятностью р; . Еще 2 везикул 
второго пула раскрываются с вероятностью р,. Закон 
распределения случайной величины п, (как функции 


параметра f ) определяется соотношением 


P(v, = К) = 


0, рат 


ORT р+"-61— р)" т<Е< № 
N 


>> СКрі КІ- p}, k=N 
k-N—r (6) 
Ha рис. 2 графически проиллюстрирован 


соответствующий закон распределения для нескольких 
значений параметра # 


М = 100. 


при значениях р, = 0.8 и 


010 


Pivk) m OE муру m 


о ю 20 30 0 9 бю т ю woo ю 20 жю 40 9 ю 70 30 90 10 


Рис. 2. Закон распределения для количества v; везикул B 
первом пуле перед приходом второго импульса. При 
расчетах использовались значения М - 100, р, - 0.8. 
Распределения показаны для интервалов времени: а) 
t=1, б) г - 50, в) {= 75 и г) t = 85. По 
горизонтальной оси откладывается количество везикул B 


пуле (в % к емкости пула), а по вертикальной — 
вероятность реализации такого значения 


Хотя закон распределения для количества везикул в 
первом пуле существенно зависит, кроме времени 
прихода между импульсами, от емкости пула и 
вероятности раскрытия везикул, существуют некоторые 
общие закономерности. Во-первых, характерным 
значением для интервала времени (безразмерного t ) 
между приходами импульсов является математическое 


ожидание М& = Np, для количества 
высвобождающихся при передаче первого импульса 
везикул. Если / > Np,, то до прихода второго 
импульса первый пул с большой вероятностью успевает 
практически полностью восстановиться. В противном 
случае (т.е. при £ < Мр, ) количество везикул в первом 


пуле существенно ниже того количества, которое было 
перед приходом первого импульса. Для малых 
интервалов # фактически имеет место стандартное 


распределение Бернулли с эффективной вероятностью 
успеха 4, = l- p, 
Ма +1 


t — 0 (два импульса друг за другом- то есть 
фактически один импульс "двойной" длиньт) максимум 
распределения расположен для значения количества 


N(l- рі) до 
(N + D(1- рі). С увеличением интервала между 


и максимумом в диапазоне от 


до (N + Dq,* t. Таким образом, при 


везикул B первом пуле OT 


импульсами этот пик смещается вправо (рис.2а и 
рис. 2 б), пока при значениях f , сравнимых с Np, не 


начинает "деформироваться" — наибольшей вероятность 
становится для 100%-го заполнения пула. 


Закон распределения случайной величины б для 
количества раскрывшихся везикул при передаче второго 
импульса дается выражением 


P(g, = к) = 
СО „РИ х 


m,i j: i+j=k,O<i<m,0<j<N-—m 
(1 - Di ы € l = Po е P(v, = т) | (7) 


где вероятности Р(и, = т) вычисляются согласно 
соотношению (6). На рис.3 проиллюстрирован закон 


распределения для случайной величины $. 
Фактически, с увеличением интервала между 
импульсами профиль распределения смещается вправо, 
в идеале трансформируясь при больших значениях f , в 
распределение для количества раскрывающихся везикул 
при передаче первого импульса. 


oo Ph) 1 ГРАМ 1-50 


k (0*6) a) ке) 5 
о 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 0 10 2 30 40 50 60 70 80 90 100 


PEK) 


ке) 
0 ' 10 20 30 40 50 60 70 во 90 10 0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 


Рис. 3. Закон распределения для количества 52 
раскрывающихся везикул при передаче второго импульса 
для нескольких интервалов между импульсами: f = 1 а), 
t = 50 6), [= 75 в) и t= 85 г) при значениях 
вероятностей p, = 0.8 и p, = 0.2 и емкости первого 
пула М = 100. По горизонтальной оси откладывается 
количество раскрывающихся везикул (в % к емкости пула), 


а по вертикальной — вероятность реализации такого 
значения. 


E>: 
Что касается вероятности P(& 2 п) прохождения 
второго импульса, то она существенно зависит от таких 
и р», 


параметров: вероятностей Р параметра а, 
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определяющего НИЖНИЙ относительный порог 
раскрываемых везикул для передачи импульса, а также 
интервала { между первым и вторым импульсами. 
Понятно, что если интервал между импульсами 
велик (достаточен для восстановления первого пула), то 


от вероятности р» мало что зависит и качественно 


ситуация такая же, как при передаче первого импульса. 
Позтому имеет смысл остановиться на случае, когда 


интервал между импульсами невелик, то есть t < Ру. 
При этом имеет значение, как соотносятся параметры 


Dj; Py и а. Как отмечалось выше, для надежной 
передачи первого импульса необходимо, чтобы а < р. 


Если при этом а < p, или близко к значению Рә, то 


вероятность передачи второго импульса практически 
мало отлична от единицы — только для очень малых 
интервалов между импульсами. В качестве иллюстрации 
на рис. 4 приведена зависимость вероятности передачи 
сигнала от интервала между первым и вторым 


импульсами для значений р, = 0.8, 


а = 0.3 иМ = 50. 


1.0 H P(E;zn) 


P = 02, 
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Рис. 4. Вероятность P(& 2 п) передачи второго импульса 
как функция от времени между приходами первого и 
второго импульсов на пресинаптическую мембрану. При 
расчетах использованы следующие значения параметров 


модели: p, = 0.8, р, = 0.2, а = 03 и М = 50 


Ситуация качественно меняется, если параметр а 


существенно превышает значение p, и близко к 


значению D, . Иллюстрация представлена на рис. 5. 
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Рис. 5. Вероятность Р (5 2 п) передачи второго импульса 
как функция от времени между приходами первого и 
второго импульсов на пресинаптическую мембрану. При 
расчетах использованы следующие значения параметров 


модели: p, = 0.8, р, = 0.2, а = 0.7 и М = 50 


В этом случае имеется существенная область по 
параметру f , для которой передача второго импульса 
маловероятна. 


ОЦЕНОЧНЫЕ РАСЧЕТЫ 


Ситуация со следующими импульсами еще сложнее, 
поскольку имеет значение не только количество 
выделившихся в синапс везикул, но и то, из какого пула 
они выделялись. Для того чтобы оценить параметры 
процессов, происходящих при передаче 
последовательности импульсов, воспользуемся 
упрощенной схемой экзоцитоза, в которой будем 
предполагать, что каждый раз при приходе импульса в 
каждом из пулов раскрывается количество везикул, 
совпадающее c математическим ожиданием 
соответствующей величины. В этом случае для 
небольших интервалов t между импульсами 


(значительно меньших величины PN ) можем записать 


следующие рекуррентные соотношения: 


& = ри, + P(N —v,) (8) 

аа = TET (9) 

n, = V,(1— n) (10) 
ло 


с начальным значением 1 В результате для 
количества раскрывающихся при передаче импульса 
везикул имеем соотношение 


Gear = (1— BE, + (р — Py) + РМ. (11) 
Данное рекуррентное соотношение позволяет записать 
оценку для количества раскрывающихся везикул для 


с 
произвольного импульса, если известно количество >т 
раскрывшихся везикул при передаче т -го импульса: 


€. —(1— р, "5 + 
4 (1. \&—т N +t „(1 — / 
а-(- p) "PN + 70 р/р) (12) 


B частности, поскольку для первого импульса в рамках 


€ 


е = У 
сделанных упрощений имеем оценку ~l NP , то для 
К-го импульса количество раскрывшихся везикул 
определяется соотношением 


& =- ila pN T 
(1 — (1 — p,)*1)(p,N + т — p,/p,)) (13) 
Самьм интересным СВОЙСТВОМ полученного 


соотношения является, пожалуй, то, что с увеличением 


индекса значение Sk для 

раскрывающихся везикул стремится к 
Ро + TL р] ру) т, Таким образом, если 
имеет место достаточно длинная серия импульсов 


количества 
величине 


высокой частоты (параметр < Np 1), количество 
раскрывающихся при приходе очередного импульса 
везикул стремится к указанному значению. Фактически, 
значение вероятности р; определяет начальное значение 
для количества раскрываемых при приходе первого 
импульса везикул и темпы выхода на стационарное 
значение. Система тем быстрее выходит на 


стационарный режим, чем больше вероятность Р 4 
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ВЫВОДЫ 


Предложенная в статье и проанализированная 
модель экзоцитоза медиатора в синаптическую щель 
при передаче нервного импульса позволяет сделать 
несколько выводов качественного характера. В первую 
очередь, несмотря на стохастический характер 
происходящих при экзоцитозе медиатора процессов, 
система обладает очевидной устойчивостью C точки 
зрения управляющих параметров. В частности, 
существует область значения основных характеристик 
модели, для которой импульс передается с ВЫСОКОЙ 
вероятностью, близкой к единице. На практике это 


означает достаточно ВЫСОКИЙ уровень 
детерминированности процесса передачи нервного 
импульса. 


Во-вторых, при передаче последовательности 
высокочастотных импульсов система в конечном итоге 


переходит в устойчивый стационарный режим 
функционирования, при котором количество 
впрыскиваемого в синаптическую щель медиатора 
определяется основными параметрами модели. 
Последнее немаловажно, поскольку открывает 
достаточно широкие перспективы для 
экспериментального определения вышеупомянутых 
характеристик. 
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B статті розглядається модель, що описує екзоцитоз медіатору B синаптичну щілину при передачі нервового 
імпульсу. В основу моделі лягли сучасні уявлення про природу екзоцитозу медіатору як про випадковий процес. 
Модель враховує ту обставину, що везикули пресинаптичної мембрани, які містять медіатор, групуються по 
декільком пулам і мають різні властивості в різних пулах. Основна увага при аналізі результатів моделі приділяється 
стійкості системи. Зокрема, показано, що така система (в рамках дослідженої моделі) має чітко виражений поріговий 
тип поведінки 1 стійка з точки зору варіації вхідних параметрів моделі. 


Ключові слова: синапс, постсинаптична мембрана, пресинаптична мембрана, везикула, медіатор, ацетилхолін, 
нервовий імпульс. 


THE MODEL ОК MEDIATOR EXOCYTOSIS INTO SYNAPSE 
Vasilev A.N., Kislyak S.V. 


In this paper we consider model that describes mediator exocytosis in synaptic cleft while nerve impulse spreads. The model 
15 based on modern imaginations about the nature of exocytosis to be a stochastic process. In the model we account that 
vesicles of presynaptic membrane that holds mediator are arranged by several pools and their properties depend on which pool 
holds the vesicle. In our analysis main attention is focused on problem of system stability. In particular we show that such a 
system (under assumptions of our model) demonstrates threshold-like behavior and are stable for variation of initial 
parameters of the model. 


Key words: synapse, postsynaptic membrane, presynaptic membrane, vesicle, mediator, acetylcholine, nerve impulse 
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Пропонується модель подвійного синцитію сітківки на основі простих електронних схем. Перевірено результати К. Міда по 
моделюванню синцитію горизонтальних клітин сіткою резисторів 1 його спробу описати залежність величини падіння 
напруги у вузлах сітки резисторів від опору резисторів. Модель подвійного синцитію фоторецепторів та горизонтальних 
клітин - подвійна сітка резисторів. Фоторецептор (фотодіод) можна моделювати джерелом струму. Струм має витікати з 
вузла синцитію фоторецепторів і втікати у відповідний вузол синцитію горизонтальних клітин. Модель біполяра - суматор 
на основі операційного підсилювача. При освітленні центрального рецептора, на виходах біполярів отримаємо криву, 
подібну до традиційного профілю рецептивного поля. Запропонована модель дозволяє пояснити, як створюються рецептивні 
поля в фовеа без конусу зв'язків. Модель може бути використана в учбовому процесі при вивчені елементів сітківки. 


Ключові слова: сітківка, рецептивне поле, моделювання. 


ВСТУП 


Відомий дослідник рецептивних полів Д. Х'юбел 
[1] вважає, якщо ми зрозуміємо структуру та функції 
рецептивних полів (РП), то ми зрозуміємо принципи 
роботи зорового аналізатора (ЗА). В передмові до 
цього російського видання книги, один з редакторів 
перекладу, Бизов О. Л., вказує, що в книзі ні слова не 
сказано про електричні зв'язки між фоторецепторами 
і особливо між горизонтальними клітинами. Бизов, 
відомий дослідник сітківки, ще в 1966 році показав в 
роботі [2], як можна моделювати  синцитій 
фоторецепторв Ta горизонтальних клітин 3a 
допомогою резисторів. У синцитії фоторецепторів, 
збудження однієї з клітин, викликає розповсюдження 


затухаючого збудження сусідніх клітин в усіх 
напрямках на даній площині сітківки. Також 
гальмування, в синцитй горизонтальних клітин, 


викликає розповсюдження затухаючого гальмування 
сусідніх клітин в усіх напрямках на даній площині 
сітківки. Сітки резисторів дозволяють моделювати 
цей процес і задумка Бизова була в тому, щоб 
замінити експерименти на сітківці, доступні не 
кожному досліднику, експериментами на такій 
аналоговій машині. Добре відома робота К. Міда по 
створенню кристала сітківки [3]. Розвиток кремнієвої 
сітківки на думку Міда може піти по двох напрямках. 
Перший - системи технічного зору. Другий шлях - 
більш важливий — веде до більш глибокого розуміння 
процесів обчислень 1 послужить формуванню 
принципово нових поглядів на обробку інформації. 
Багато дослідників намагаються створити 
імплантат сітківки [4, 5], не зважаючи на те, що ne 
відомо, як створюється перше РП біполяра, і в своїх 
роботах посилаються на результати відомого 
дослідника сітківки М. Мейстер, який пропонує 


модель РП у вигляді різниці гаусіанів [6, 7]. Різниця 
гаусіанів не реагує на суцільне освітлення РП i 
існують вейвлети на основі різниці гаусіанів, які 
дозволяють фільтрувати зображення. На кафедрі 
біофізики запропоновано гіпотезу подвійного 
синцитію [8], яка дозволяє пояснити, як створюються 
перше РП, але конкретний механізм створення PII 
біполяра залишився не відомим. 

Менш відома робота [9], в якій детально 
аналізується половина одномірної сітки резисторів. В 
цій роботі Мід показав, що в сітці резисторів 
збудження спадає по експоненті і спробував дати 
формулу, яка б зв'язувала параметри резисторів з 
профілем РП. Мід також вказав, що відповідь 
біполяра пропорційна / різниці між сигналом 
фоторецептора 1 горизонтальної клітини, але для 
стимуляції використовувалось джерело напруги i 
профіль РП не був отриманий. Тому необхідно 
перевірити результати Міда з джерелом струму. Але 
мета роботи - створити модель подвійного синцитію з 
вкрапленими моделями фоторецепторів та біполярів, 
щоб отримати РП біполяра у виді мексиканської 
шляпи. Термін - РП біполяра у вигляді мексиканської 
шляпи - був запропонований Колб [10] i вона 
опиралась на відомі дані по PII фоторецептора в 
центральній ямці, яке не подібне до гаусіана. Відомі 
вейвлети 1 для цього терміну, але на нашу думку 
важливо виявити механізм створення PII біполяра в 
подвійному синцитію, а тоді розробляти системи 
технічного зору та імплантати сітківки. 


МАТЕРІАЛИ І МЕТОДИ 


Стівен Куффлер в 1950 році першим почав 
реєструвати відповіді гангліозних клітин сітківки за 
допомогою мікроелектродів. Освітлюючи точковим 
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джерелом світла | ділянки рецепторів біля 
мікроелектрода, він виявив властивості двох основних 
типів круглих РП гангліозних клітин: з оп- центром 13 
off- центром. Палички та колбочки першого шару 
сітківки, які передають сигнали в яку-небудь клітину 
зорового шляху, не розкидані по всій сітківці, а 
зібрані в окремій ділянці, яку називають РП цієї 
клітини. Визначивши кордони цього РІЇ, можна 
змінювати розмір, форму і інші параметри світлового 
стимулу, щоб вияснити, на які саме світлові стимули 
краще всього буде реагувати ця клітина. Нейрони, які 
приймають інформацію від одних клітин, інтегрують 
ii 1 передають інтегровану інформацію іншим 
клітинам. Для того, щоб зрозуміти характер передачі 
сигналів в такого роду сітках можна розглянути 
властивості однієї гангліозної клітини, яка має входи 
від багатьох біполярів 1 найбільш доступна для 
експериментів. Кожний біполяр в свою чергу теж 
отримує сигнали від великої кількості рецепторів. Як 
правило, всі біполяри, що “живлять” одну гангліозну 
клітину, тісно групуються разом. Якби ми мали 
детальний опис всіх зв'язків в такій структурі, то ми 
змогли б робити висновки, які тут відбуваються 
перетворення. На жаль відносно сітківки 1 кори мозку, 
ще He все відомо i тому використовуються 
мікроелектроди, щоб реєструвати активність клітин у 
відповідь на вхідний сигнал. Так думають і говорять 
дослідники сітківки до цього часу і створюють конуси 
зв'язків, щоб пояснити, як виникає перше PII. Але в 
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Рис. 1. Експерименти по перевірці даних Міда 
(експеримент - символи; дані з формул - лінії) 


фовеа, в центральній ямці одна колбочка зв'язана з 
одним біполяром, а один біполяр - з однією 
гангліозною клітиною, конусу зв'язків нема і тому 
залишається невідомим механізм створення перших 
РП. 
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Бизов та Мід в своїх дослідженнях клітин сітківки 
використовували метод моделювання, тобто 
електричні зв'язки між клітинами вони моделювали 
резисторами. Використовуючи сітки резисторів, як 
основний матеріал, вони намагались створити моделі 
перших шарів клітин сітківки і таким чином пояснити 
механізм формування перших РП. Як модель 
фоторецептора вони використовували джерело 
напруги і тому не могли пояснити, як від одного PII 
відняти друге і отримати PII біполяра. Мід в своїх 
роботах вказував на можливість використання в 
якості моделі фоторецептора схеми з фотодіодом. I 
тут бажано зауважити, що фотодіод може бути 
добрим джерелом струму, величина якого залежить 
лише від рівня освітленості. Далі ми покажемо, що 
саме використання джерела струму дозволяє отримати 
реакції обох синцитіїв на один сигнал з різною 
амплітудою 1 таким чином отримати PII біполяра. 

Х'юбел [1] використовує термін карта PII. Це 
двомірна або тримірна модель PII, яка дозволяє 
пояснити властивості нейрона, а тим самим 1 
інформації, яка є в його виході. Бизов [2], Мід [3, 9] та 
інші дослідники сітківки пропонують розширити 
метод моделювання нейронів сітківки i замість цих 
нейронів, використовувати їх електронні моделі. 
Найпростіша і найкраще описана модель синцитію 
горизонтальних клітин Міда [9] y вигляді половини 
одномірної сітки резисторів з одним джерелом 
напруги. На жаль Мід не вказує конкретних величин 
опору резисторів, а лише відношення величини опору 
горизонтальних резисторів до величини опору 
вертикальних резисторів. Також в нього 
використовується джерело напруги 40 MB. Це означає, 
що при змінах опору резисторів, амплітуда PII не буде 
змінюватись. Отже при відніманні PII синцитію 
фоторецепторів від РП синцитію горизонтальних 
клітин в центрі завжди буде нуль, а реальні профілі 
РП біполяра в центрі мають максимальне значення. 
Крім того малі значення напруги в центрі РП (40 MB) 
дадуть на периферії настільки малі значення, що їх 
неможливо буде виміряти в звичайних умовах. 
Можливо саме із-за цього такий розкид даних на 
графіках Міда [9]. Бизов дає конкретні значення опору 
резисторів 1 максимальне значення опору в його 
моделі 10k. Якщо використати такий максимальний 
опір в моделі для вертикальних резисторів, а опір 
горизонтальних резисторів зменшувати по константах 
Міда, то отримаємо схему з конкретними величинами 
резисторів, як на рисунку 1. Таку схему можна 
створити із звичайних резисторів, як це робили Бизов 
та Мід, але сьогодні є більш ефективні методи 
досліджень таких сіток резисторів. 

Існують різноманітні комп'ютерні програми для 
моделювання електронних схем, в тому числі 1 
програма Electronics Workbench, більш нові версії якої 
мають назву Multisim і призначені для навчальних 
цілей, тобто більш прості у використанні і для 
біологів. Не потрібно іти на ринок за резисторами, 
джерелами струму, з'єднувальними провідниками, 
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паяльниками та вимірювальними приладами. Це все 
тепер в пакеті програм віртуальної електронної 
лабораторії. Схема, як на рис. 1 і на інших рисунках, 
збирається прямо на екрані дисплея, включається 1 
далі можна дуже точно вимірювати напруги, струми 1 
інші параметри. Можна просто вказати, що необхідно 
поміряти напруги в заданих точках i отримані 
значення перекинути у відому програму Excel 
(Microsoft Office). Ця програма дозволяє виконати над 
отриманими даними необхідні математичні операції 1 
побудувати графіки. При необхідності можна 
перекинути отримані дані 1 в інші програми типу 
SigmaPlot або Origin, які мають додаткові властивості 
по обробці даних та побудові графіків. 

Якщо використати джерело струму 10мА, а 
величини опору всіх резисторів на першому кроці 
експерименту по 10к, лише крайній вертикальний 
резистор 6,18к, то амплітуда напруг в вузлах сітки 
буде спадати по експоненті, що і показано на рисунку 
1 точками біля лінії 1 (вертикальна шкала 
логарифмічна). Напруга в першому вузлі, при 
заданому струмі, не змінюється при збільшенні 
довжини сітки 1 рівна 61,8В. Це дозволяє записати 
просту формулу для визначення напруг в інших 
вузлах: 


-X 
Vx = 618-е , дех - номер вузла. 

Повторимо експерименти Міда також i з 
величинами опорів горизонтальних резисторів 5,1к; 
Зк; 1,5к; 0,5к. Для першого варіанту сумарний опір 
решітки був рівний 6,18 ком. Тепер цей опір потрібен 
не лише для того, щоб задавати величину крайнього 
вертикального резистора, але i для формули. Для 
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Рис. 2. Експерименти на двосторонній сітці резисторів 


наступних 4-х варіантів сумарний опір буде 5,03; 4,18; 
3,19 1 2x. В модифікованій нами формулі Міда, 
отримаємо для величини опору вертикальних 
резисторів 10к: 


V. - . Rs аһ 1 Ау 


Тут 1=10 мА величина струму, Ку= 6,18 кОм 
величина суммарного опору для цього набору 
резисторів, R,R,-1 відношення горизонтальних та 
вертикальних опорів для цього набору резисторів. 
Створюємо решітки резисторів для кожної величини 
горизонтального опору, щоб виявити, як отримані дані 
будуть виглядати на графіках. Тут, як i в Міда, відлік у 
формулі буде йти від нуля, але на рисунку це буде 
перший відлік, як і в експерименті. Для кожного набору 
горизонтальних резисторів отримали свій набір даних, 
свої формули i свої графіки. Перший набір даних 3 
експерименту показано точками, але лінія 1 поряд, по 
даних з рівняння, не співпадає з точками, особливо на 
периферії. Аналогічно наступний набір даних 2 з 
експерименту для величини опору горизонтальних 
резисторів 5,1к показано точками, а біля них лінія 2 
даних з рівняння, теж не співпадає, хоча відхилення тут 
менше. Чітко співпадають точки з лінією 5 для величини 
опору горизонтальних резисторів 0,5к, лінія прямо по 
центру точок. Отже, при повторенні експериментів Міда 
виявилось, чим більше розходження між величинами 
опору вертикальних та горизонтальних резисторів, тим 
менше розходження між експериментом та формулою. 
Напевно формула, яка зв'язує падіння напруги у вузлах 
сітки резисторів, з величинами опору резисторів, навіть 
для найпростішого випадку з одним  збудженим 
рецептором, не точна в деяких діапазонах, але в даній 
роботі не ставилась мета отримати точну формулу. 

Більш цікаво отримати результати по двосторонній 
схемі сітки резисторів, як показано на рис. 2. Тут 
використані ті ж самі набори резисторів, але сітка 
резисторів має 31 вузол і центральний вузол — це вузол 
№16. Чому вибрано 31 вузол, хоча ми експериментували 
з одномірними сітками від 16 до 64 рецепторів? Якщо 
потрібно далі перейти на двомірну сітку, то кількість 
електронних компонентів збільшиться до 31 x 31 = 961, 
a реальні фотодюди та операційні підсилювачі 
продаються в коробках по 500 штук. Така матриця 
розміром | 31x31 фотодіод з операційними 
підсилювачами на виході створена нами, але робота ще 
не завершена. 

Якби тут, як на попередньому рисунку, використали 
логарифмічну шкалу, то отримали б ті ж самі прямі лінії 
1з зламом в точці 16. Такий вид профілю РП не звичний 
для біологів. На рисунку 2 добре видно, як зменшується 
амплітуда профілю 13 зменшенням опору 
горизонтальних резисторів 1з-за використання джерела 
струму. Цей результат дозволяє перейти до наступного 
кроку - до моделі подвійного синцитію, щоб отримати 
профіль РП біполяра у вигляді мексиканської шляпи без 
конусу зв'язків. 


МОДЕЛЬ ПОДВІЙНОГО СИНЦИТІЮ 


У попередній роботі [8] нами була запропонована 
гіпотеза подвійного синцитію, що дозволило створити 
карти РП від біполяра до гіперколонки. I до цієї 
роботи i після неї, ми, як і Бизов та Мід, намагались 
використовувати сітки резисторів, щоб отримати 
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експоненту 1 профіль РП. Але лише використання 
джерела струму в якості моделі збудженого рецептора 


8 16 


24 Хо виходу 
Рис. 3. Схема моделі подвійного синцитію 1 
профіль PII біполяра у вигляді мексиканської шляпи 


та використання операційних підсилювачів в якості 
моделей біполярів дозволило отримати на виходах 
біполярів профіль РП у вигляді мексиканської шляпи, 
як показано на рис. 3. Сітка резисторів для синцитію 
рецепторів, як на рисунку 3 вверху, з опором 
горизонтальних резисторів 6,2к. Нижче створимо 
сітку резисторів для синцитію горизонтальних клітин, 
горизонтальні резистори по Зк. Всі вертикальні 
резистори по 10к. Підключимо джерело струму, 
модель збудженого фоторецептора так, щоб струм 
10мА витікав з вузла №16 верхнього синцитію, i 
втікав в вузол Nel6 нижнього синцитію. Тут модель 
біполяра  — суматор на основі операційного 
підсилювача - буде інвертувати суму сигналів, щоб 
отримати на виходах біполярів профіль РІЇ з оп- 
центром, як на рисунку 3 внизу. 


ОБГОВОРЕННЯ 


Отже, при освітленні центрального рецептора, на 
виходах біполярів отримаємо криву, подібну до 
різниці гаусіанів. Але це не різниця гаусіанів, тому що 
напруга в сітці резисторів спадає по експоненті. Сума 
відповідей всіх біполярів рівна нулю. Чим довша сітка 
резисторів, тим  точнішою буде сума. Можна 
приєднати вольтметр до виходу одного біполяра i 
пройтись вузьким промінчиком по діаметру РП, щоб 
отримати знайомий профіль PII. Модель дозволяє 
пояснити, як створюється перше рецептивне поле без 
конусу зв'язків 1 може бути використана в учбовому 
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процесі при вивчені елементів сітківки. По 
результатах роботи можливо створення технічного 
завдання на розробку елементів стенду для 
моделювання сітківки. 

Більш важливо створити двомірні моделі елементів 
сітківки з моделями гангліозних клітин 1 деякі 
експерименти в цьому напрямку була описані нами в 
роботі [11]. В роботі [8] ми створили моделі РП 
клітин зони УІ з гексагональною упаковкою. Ці 
моделі складніші від моделей РП з квадратною 
упаковкою 1 збільшать вартість виготовлення стендів 
для моделювання клітин сітківки. Тому на нашу 
думку краще починати з квадратних, а не 
гексагональних, упаковок 1 намагатись створювати 
такі моделі, які б були більш зрозумілі для біологів. 
Для двомірних моделей з квадратною упаковкою 
клітин можна взяти описану вище одномірну модель 
подвійного синцитію, навіть з початковою довжиною 
27 вузлів, 1 створити квадратну матрицю 27х27 вузлів, 
щоб отримати об'ємне РП біполяра. Доповнити цю 
матрицю додатковими PII до довжини, наприклад, 45 
вузлів, щоб отримати об'ємне РП клітини зони МІ, 
яке добре реагує на лінію [1, 8). Взяти суму двох РП 
клітин-детекторів лінії, одне з яких зсунуто хоча б на 
одну клітину i інвертовано, щоб отримати РП клітини- 
детектора краю. Д. Х'юбел [1] вважає, що РП складної 
клітини, можна створити сумою трьох відповідно 
розміщених РП детекторів краю. Напевно це дуже 
спрощена гіпотеза, наші початкові експерименти 
показують, що для цього потрібна сума хоча б п'яти 
відповідно розміщених PII детекторів краю. В такому 
випадку розмір матриці може бути 45х45 вузлів. 

K. Мід [3] створював свою сітківку з кремнію y 
вигляді матриці з гексагональною упаковкою 50х50 
елементів, причому ця мікросхема десятки разів 
перероблялась 1 це дуже дорогі експерименти. Значно 
дешевше взяти дані з квадратної матриці 27х27 вузлів, 
ввести їх в комп'ютер і працювати з математичними 
моделями РП. Але яке має бути оптимальне 
співвідношення між величинами опору резисторів? 
Яку довжину РП  детектора-лінії взяти для 
конкретного випадку? На скільки клітин зсунути одне 
з цих РП, щоб отримати РП детектора-краю з 
необхідними властивостями? Необхідні також будуть 
РП біполярів різного діаметру, щоб пристосовуватись 
до об'єктів різного розміру, потрібні копії РП i3 
зсувом. Найбільша вимога до РП - ортогональність, 
щоб миттєво знаходити об'єкт в полі зору і слідкувати 
за ним. Все це говорить про необхідність оптимізації 
параметрів РП під задані вимоги. Отже, потрібно 
формулювати вимоги 1 створювати необхідні 
програми оптимізації для математичних моделей РП. 

Бизов і Мід намагались замінити звичайні 
резистори польовими транзисторами. Це вигідно не 
лише для мікроелектронного виконання кристалу 
сітківки. Це дозволить, лінійно змінюючи напругу на 
затворах польових транзисторів, лінійно змінювати їх 
величину опору, а отже i діаметр РП, щоб 
пристосовуватись до змін розмірів об'єктів. Краще 
працювати на моделі з максимальною напругою в 
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десятки вольт, щоб мати можливість точно 4. Показана можливість створення математичних 


вимірювати і мікровольти на периферії РП, але моделей двомірних РП, в тому числі РП детекторів 
використання польових транзисторів в якості змінних лінії, краю, складних клітин, щоб оптимізувати 
опорів, може обмежити діапазон максимальної параметри моделей РП. 


напруги до рівня менше ІВ. Бизов, Мід і інші автори 
також намагались ставити паралельно резисторам 
конденсатори, щоб створити динамічну модель 1. Хюбел Д. Глаз, мозг, зрение. – М.: Мир, 1990. – 240 с. 

сітківки. Використання конденсаторів теж може 2. Бызов А. Л. Электрофизиологическое исследование 
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МОДЕЛЬ ДВОЙНОГО СИНЦИТИЯ СЕТЧАТКИ ГЛАЗА 


Иванов А.Я., Ляховецкий Р.В. 


Цель работы — создать модель двойного синцития сетчатки в виде простых электронных схем. Проверены результаты К. 
Мида по моделированию синцития горизонтальных клеток сеткой резисторов и его попытку описать зависимость величины 
падения напряжения в узлах сетки резисторов от величин сопротивления резисторов. Модель двойного СИНЦИТИЯ 
фоторецепторов и горизонтальных клеток - двойная сетка резисторов. Фоторецептор (фотодиод) можно моделировать 
источником тока. Ток должен вытекать с узла синцития фоторецепторов и втекать в соответствующий узел синцития 
горизонтальных клеток. Модель биполяра - сумматор на базе операционного усилителя. При освещении центрального 
фоторецептора на выходах биполяров получим кривую, подобную до традиционного профиля рецептивного поля биполяра. 
Предложенная модель позволяет объяснить, как создаются рецептивные поля в фовеа без конусов связей. Модель может 
быть использована в учебном процессе при изучении элементов сетчатки. 


Ключевые слова: сетчатка, рецептивное поле, моделирование. 


MODEL OF DOUBLE SYNCYTIUM OF EYE RETINA 
Ivanov O.J., Lyahovetsky R.V. 


The aim of this work is to create a model of double syncytium of retina as simple electronic circuits. C. Mead results by modeling of 
syncytium of horizontal cells as resistors grid was checked. Mead's attempt to describe a dependence of voltage drop in nodes of 
resistors grid on resistance resistors was checked, too. The model of the double syncytium of photoreceptors and horizontal cells is 
the double resistors grid. Photoreceptor (photodiode) can be modeling by current source. Current must flow from node of syncytium 
of photoreceptors and flow to corresponding node of syncytium horizontal cells. The model of bipolar is the adder based on 
operational amplifier. Under illumination of central receptor the curve similar to traditional profile of receptive field was obtained on 
bipolar output. The proposed model allows explaining how receptive field creating in fovea without cone of bonds. Model can be 
used in learning process in retina elements studying. 


Key words: retina, receptive field, modeling. 
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В настоящей работе было показано, что комбинированное магнитное поле, переменная составляющая которого была 
настроена на циклотронную частоту ионов биологически активных соединений, может активировать биологическое 


5 B -9 
действие нанодоз этих соединений( порядка 10" М/л). 


Ключевые слова: биологически активные соединения, циклотронная частота, комбинированное магнитное поле, нанодозы. 


ВВЕДЕНИЕ 


Бурлакова Е.Б. (Институт биологической и 
биохимической физики им. Н. Эмманюэлля РАН, 
Москва) обнаружила новое очень интересное явление. 
Очень малые концентрации химических веществ 
могут оказывать влияние на биологический объект. 
Величина действующей концентрации 107 19:7 
М/л. [1,2,3]. Это явление исследуется сейчас очень 
интенсивно. Природа этого воздействия пока не ясна, 
но потенциальная возможность использования его в 
фармакологии заставляет все большее количество 
ученых работать над этой проблемой. Эта проблема 
относится к области нанобиофизики. 

С другой стороны, в 1986 г. Богатина Н.И. 
(Физико-технический институт низких температур 
им. Б.И.Веркина HAH Украины) опубликовала 
работу, посвященную аналогии биологического 
действия гравитационного, магнитного и 
электрического полей на биологические объекты [4]. 
Основная идея этой работы заключалась в оценке 
изменения концентрации активных ионов при 
пороговых значениях гравитационного, магнитного и 
электрического полей. Это изменение 
пропорционально ехр(-Е/КТ). Здесь Е — энергия иона в 
соответствующем поле, Т - температура, К - 
константа Больцмана. Для пороговых полей 
изменение этой величины порядка 10? — 10 M. Ho 
именно такие изменения в концентрации ауксина 
(одного из растительных фитогормонов) приводят к 
эффектам в ростовой реакции растений. Нами также 
было показано, что комбинированное магнитное поле, 
переменная составляющая которого настроена на 


циклотронную частоту ионов абсцизовой кислоты 
существенно изменяет (угнетает) рост корней кресс- 


салата [5]. 
Целью работы было исследовать изменения 
гравитропической реакции (ГТР) после 


предварительной экспозиции в течение 30 минут и 5 
часов в | НМ растворе М-1-Нафтилфталамовой кислоты 
(NPA), как в постоянном магнитном поле (ПМП), так и в 
комбинированном магнитном поле (КМП), переменная 
составляющая которого настроена на циклотронную 
частоту ионов Ca? при воздействии ПМП и КМП 0.5, 1, 
24 и 48 часов. 


МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ 


Как и во всех наших предыдущих экспериментах, 
все измерения были проведены в искусственно 
созданных ПМП и КМП. Выше названные поля 
создавались в пермаллоевом экране с помощью 
соленоидов [6]. Использование пермаллоевых экранов 
необходимо для того, чтобы существенно понизить 
магнитные шумы и получить хорошо воспро- 
изводимые магнитные характеристики магнитных 
полей. Дрейф остаточного ПМП пермаллоевого 
экрана не превышает 15 нТл через 24 часа и 0.6 нТл 
через 1 час. Это позволяет получать хорошо 
воспроизводимые биологические результаты. 

Схема экспериментальной установки и 
характеристики магнитных шумов приведены на 
рис.1-3. 

Зависимость амплитуды спектральной плотности 
магнитного шума для системы пермаллоевый экран + 
феррозондовый магнетометр показана на рис 2 и 3. 
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Метод исследования гравитропической реакции 
подробно описан в [5, 6]. Гравитропическая реакция 
является очень удобным объектом исследования, т.к. 
она появляется очень быстро (приблизительно через 
1 час). Дрейф ПМП 3a 1 час не превышает 200 nT, что 
составляет 0.4 -2 % от величины ПМП. Полуширина 
резонансной кривой порядка 5% -8%, так что 
наблюдение биологического эффекта не размывается. 
Полученные результаты хорошо воспроизводятся. 
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Рис.3. Зависимость амплитуды спектральной плотности 
магнитного шума для системы пермаллоевый экран + 
феррозондовый магнетометр (10-4-100Hz) или 
пермаллоевый экран + индукционный метод  (16Н7- 
100kHz). Результаты обоих методов в области частот 16- 
100Hz очень хорошо согласуются между собой. 


Рис.1. Демпфирующая резина (1) поддерживает прокладку 
из диэлектрика (2). Пермаллоевый экран (3) окружает 


образцы (4), помещенные во влажную камеруиз РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ 
немагнитного материала (5) и соленоиды (8, 9). Магнитные 
поля измерялись и контролировались чувствительными Полученные результаты приведены на рис. 4-6. 


элементами (феррозондовым магнетометром или Из утих рисунков хорошо видно, что после 5-часовой 
СКВИДом), (6) внутри держателя (7). Соленоиды (8, 9) Š 

предварительной обработки B NPA не наблюдаєтся 
имели цилиндрическую форму и генерировали ПМП (9) и x 

никаких различий между образцами, помещенными B 


переменное магнитное поле(8). ПМП и переменное 
магнитное поле были параллельны центральной ос. | ПМП и КМП, циклотронная частота которого 
Эти результаты 


2+ | 
Увеличенная центральная часть вида сверху показывает  Настроена на ионы Са (puc.;4). 


ориентацию 4 пар корней (4). 10 - феррозондовый показывают, что предварительная 5-часовая 
магнетометр, 11 - спектроанализатор, 12 — низкочастотный обработка в растворе МРА не позволяет увидеть 
генератор, 13 — источник питания ПМП. наблюдавшиеся ранее эффекты (положительный 


гравитропизм в ПМП и отрицательный гравитропизм 
в КМП, переменная частота которого настроена 
нациклотронную частоту ионов Са " ). 1,2 и 3 
часовая предварительная обработка в МРА не влияєт 
на ранее наблюдавшиеся эффекты как в ПМП, так и в 
KMII. 
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Напротив, образцы, обработанные в течение 30 [TP (положительной или отрицательной) (рис. puc.5). 
минут в водном растворе NPA той же концентрации ( TTP как в ПМП, так и в КМП, переменная 
ІнМИ) в ПМП не показывают уменьшение ITP, в то составляющая которого настроена на циклотронную 
время как в КМП, переменная составляющая которого | частоту ионов Н, после 30 минутной выдержки в 
настроена на настроена на циклотронную частоту растворе NPA положительна и не отличается в ПМП и 


ионов МРА- показывают исчезновение какой-либо КМП (puc.6). 
4 


КМП 24 ч. 


КМП 30 мин. 


ПМП 30 мин. КМП 1u ПМП 244. 


Рис.4. Сравнение результатов после 5-часовой выдержки в растворе МРА в КМП, переменная составляющая которого 
2 
настроена на циклотронную частоту ионов Са" с контрольными образцами, находившимися в ПМП. 


es КМП 4ч. 


IIMII 1 4 IIMII 4u 


Рис. 6. Сравнение результатов после 30-минутной выдержки B растворе МРА в КМП, переменная составляющая которого 
настроена на циклотронную частоту ионов Н" с контрольными образцами, находившимися в ПМП. 
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КОМБИНИРОВАННЫМ МАГНИТНЫМ ПОЛЕМ 


После 5-часовой выдержки корней кресс-салата в 
растворе МРА эффект гравистимуляции исчезает в 
КМП, переменная составляющая которого настроена 
на циклотронную частоту ионов Са" и в ПМП. 
Предполагается, что МРА полностью блокирует 
транспорт ауксина. 

Очень короткая экспозиция корней кресс-салата 
МРА также ведет к исчезновению эффекта 
гравистимуляции в КМП, переменная составляющая 
которого настроена на циклотронную частоту ионов 
NPA. Но ITP не изменяется в ПМП и КМП, 
переменная составляющая которого настроена на 
циклотронную частоту ионов Н”. 

Из литературы хорошо известно, что действие 
нафтилфталамовой кислоты заключается в том, что 
она ингибирует транспорт ауксина [7, 8], а, 
следовательно, приводит к ингибированию гравитро- 
пической реакции. Гравитропическая реакция и ee 
скорость, согласно литературным данным, тесно 
связана с транспортом ионов ауксина и существенно 
зависит от концентрации ионов ауксина [9]. На рис.7 
приведены концентрации ионов  ауксина для 
колеоптиля и корня. Как видно из рисунка, 
концентрация ионов ауксина для корней в миллион 
раз меньше, чем для стеблей. Для различных 
растений концентрация ауксина может отличаться в 
до 10000 раз [9]. 
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Рис.7. Зависимость роста органов растения от 


концентрации ауксина [9]. 


Действие КМП в настоящее время не может быть 
объяснено единственным образом. Одна из гипотез 
связывает действие КМП со степенью связывания 
ионов кальция с белками, в частности, с 
кальмодулином. Однако в нашем случае при 
циклотронной частоте, равной циклотронной частоте 
ионов кальция, эффекта изменения гравитропической 
реакции не наблюдается и , поэтому можно сделать 
вывод , что в нашем случае воздействие не 
передается через ионы кальция, а непосредственно 
происходит воздействие на ионы ауксина. Таким 
образом, наиболее вероятно применение расчетов, 
полученных Либовым в его последней теоретической 


работе [10]. В этой работе было показано, что 
скорость дрейфа любых ионов может быть выражена 
уравнением типа затухающего резонанса. Частота 
этого резонанса равна циклотронной частоте любых 
ионов, которые участвуют в данном биологическом 
процессе. Полученные нами результаты подтвер- 
ждают эту теорию. Увеличение скорости дрейфа 
ионов нафтилфталамовой кислоты приводит, по- 
видимому, к более сильному ингибированию 
транспорта ионов ауксина. 


ВЫВОДЫ 


Таким образом, суммируя результаты этой работы 
и предыдущей работы [5], можно сделать вывод, что с 
помощью КМП, переменная составляющая которого 
настроена на циклотронную частоту биологически 
активного иона, можно активировать действие 
биологически активных веществ, независимо от того, 
входит ли это вещество в состав клетки исследуемой 
клетки биообъекта или внесено извне. Важно лишь 
только то, участвует ли это вещество в данном 
биологическом процессе (в нашем случае в 
гравитропической реакции). 

Используя КМП с частотой, настроенной на 
циклотронную частоту биологически активного иона, 
можно существенно уменьшить ( на несколько 
порядков ) дозу внесенного извне биологически 
активного вещества, например, лекарства или в нашем 
случае удобрения. 

Воздействие КМП, переменная составляющая 
которого настроена на циклотронную частоту 
биологически активных HOHOB, аналогично 
добавлению очень малой дозы этого вещества. 

Полученные результаты наилучшим образом 
совпадают с последней теорией Либова [10] и могут 
найти практическое применение в фармации, 
медицине и сельском хозяйстве. С помощью КМП 
можно существенно уменьшить действующие дозы 
биологически активных веществ. 
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АКТИВАЦІЯ ДІЇ НАДНИЗЬКИХ ДОЗ БІОЛОГІЧНО АКТИВНИХ СПОЛУК КОМБІНОВАНИМ МАГНІТНИМ 
ПОЛЕМ 


Богатіна H.I., Шейкіна Н.В. 
У роботі показано, що комбіноване магнітне поле, змінна складова якого була налаштована на циклотронному частоту іонів 
біологічно активних сполук, може активувати біологічну дію нанодоз цих сполук з концентрацією (10^ M). 


Ключові слова: біологічно активні сполуки, циклотронна частота, комбіноване магнітне поле, нанодози. 


ACTIVATION OF SUPERSMALL DOSE OF BIOLOGICALLY ACTIVE COMPOUNDS ACTION BY COMBINED 
MAGNETIC FIELD 


Bogatina N.I., Sheykina N.V. 
In this work it was shown that combined magnetic field with the alternative component tuned to the cyclotron frequency of 


biologically active compounds activates biological action of nadoses of these compounds even if their concentration is equal 
10? M. These results may be used in pharmacy, medicine and in agro culture. 


Key words: biologically active compounds, cyclotron frequency, combined magnetic field, nanodose. 
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Using the method of double cell staining by fluorescent dyes (Hoechst-33258 and propidium iodide) a content of alive, 
apoptic and necrotic cells in suspension of isolated rat thymocytes and also their morphological features after three hour 
incubation with nanostructured silicon, 0.1 mM hydrogen peroxide and exposure to electromagnetic field, considering both 
individual and combined effects, were studied. The apoptic effect ої nanostructured silicon (nc-Si) and hydrogen peroxide as 
the monoinfluences and in combination with the action of 8 Hz was detected. The dynamics of apoptic and necrotic processes 
were studied. It was found that the exposure of the thymocyte suspension to electromagnetic fields with frequency of 8 Hz 
combined with the action of hydrogen peroxide and nanostructured silicon in the presence of light leaded to increased number 


of apoptic cells mainly due to cells with condensed chromatin. 


Ключові слова: apoptosis, extremely low frequenciy electromagnetic field, condensed chromatin, nucleus fragmentation, 


apoptic bodies, hydrogen peroxide, nanostructured silicon. 


INTRODUCTION 


The development of nanotechnologies and creation of 
nanotechnological devices and materials puts the problem 
of biological activity, reliability and safety of 
nanotechnological producs. During the last decades more 
and more frequently nanostructures and porous silicon has 
been applied for solution of different technical, medical 
and nanobiotechnological purposes. It has been used to 
provide active basis for the creation of sensor (for 
instance, gas sensors) and microreactor configurations. 
Rapidly responding (<2s), reversible, sensitive (<2 ppm), 
and operating at room temperature, porous silicon gas 
sensors have been based on a uniquely formed highly 
efficient electrical contract to the nanopore covered 
microporous array and have been modified by introducing 
active nanoparticles for gas selectivity [1]. As the part of 
the planar micro-pore electroporation technology silicon 
based micro-pore has been very important for new devices 
for manipulation with single cells [2]. Ordered 
mesoporous silica (e.g. SBA-15 [3], TUD-1 [4], HMM-33 
[5], and FSM-16 [6]) is applied in catalysis, imaging 
being filled with a fluorescent dye and is showed potential 
to boost the dissolution in vitro and in vivo of poorly 
water soluble drugs [7]. The large surface area of the 
pores allows to sorb a drugs or a toxins. Some types of 
cancer cells have taken up more of the particles than 
healthy cells have, giving researchers to hope that MCM- 
41 (one of the most common types of mesoporous 


nanoparticles) would one day be used to treat certain 
types of cancer [7]. Besides silicon compounds such as 
silica sand or quartz have been most commonly found in 
nature as well as in the cell of living organisms. Although 
silicon has been readily available in the form of silicates, 
biologists has used it in very limited occasions in the 
form of silicic acid and soluble silicates. Diatoms, 
radiolaria and siliceous sponges have used biogenic silica 
as a structural material to construct skeletons. In higher 
plants the silica phytolit have been revealed in form of 
microscopic bodies in the cells [8,9]. Silica manufactured 
in several forms including fused quartz, crystal, fumed 
silica (or pyrogenic silica, trademarked Aerosil or Cab-O- 
Sil), colloidal silica, silica gel, and aerogel. In addition, 
silica nanosprings produced by the vapor-liquid-solid 
method at temperatures as low as 350°C [10]. It should be 
mentioned that inhaling finely divided crystalline silica 
dust in very small quantities (0.1 mg/m3) over time could 
lead to silicosis, bronchitis or cancer. This effect could be 
an occupational hazard for people working with 
sandblasting equipment, products that contained 
powdered crystalline silica and so on [11]. 

The application of nanocrystalline silicon (a powder 
form in water or other medium) for the effective oxidation 
of various objects in the presence of dissolved oxygen has 
been widely known in various fields of science. It should 
be mentioned that silicon nanocrystals have been efficient 
sensitizers of spin-dependent excitation process of singlet 
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oxygen molecules. Under photoexcitation еру silicon 
nanocrystals could efficiently transfer their energy to the 
molecules of O, adsorbed on the surface of nanocrystals. 
As a result, the transition of the molecule from the triplet 
to the singlet state was observed. Certain characteristics of 
silicon (for example photoconductivity) have been altered 
under the influence of electromagnetic fields [12]. 

It was very important to investigate the influence of 
silicon as an oxidative factor on the cells in different 
conditions, especially in those with the strengthening 
impact. That was one of the reasons why the actions of 
chemical factors (hydrogen peroxide) and low-frequency 
electromagnetic wave spectrum were chosen in a present 
studies. Moreover it was shown that hydrogen peroxide 
and electromagnetic waves of low frequency range can 
induce cell death, including apoptosis [13]. In order to 
explore how nonstructural silicon influences cells, we 
examined content of alive, apoptic and necrotic cells in 
suspension of isolated rat thymocytes and also their 
morphological features after three hour of incubation with 
silicon, 0.1 mM hydrogen peroxide and exposure to 
electromagnetic fields, considering both individual and 
combined effects using the method of double cell staining 
by fluorescent dyes. 

As a model for studying the influence ої 
electromagnetic waves of low frequency range (8 Hz) on 
the processes caused by the action of silicon and hydrogen 
peroxide (0.1 mM) as an oxidative factor suspension of 
isolated thymocytes were selected because they were not 
fully differentiated cells, characterized Бу greater 
instability of genome than other cells, and lower activity 
of DNA reparation systems of single strand breaks, which 
facilitates the activation of apoptosis while they were 
exposed to various factors. The use of isolated thymocytes 
for analysis of apoptosis in vitro allowed us carry out 
morphological control of thymocytes and to identify cells 
with fragmented chromatin and apoptotic bodies. 

It was significant to examine role of silicon in 
oxidative cell damage upon extremely low frequency 
electromagnetic influence as well as at the action of 
hydrogen peroxide and also possible effects caused by the 
combined influence of these factors. Thus, we could 
identify potential approaches to control and regulate the 
intensity of programmed cell death, and also the location 
and links involved in the induction, which in turn might 
be important for preventive, diagnostic and therapeutic 
developments. So, the purpose of research was to study 
the viability, early morphological changes of chromatin 
structure in thymocytes and to assess the level of DNA 
fragmentation after three-hour exposure to silicon, 


hydrogen peroxide and extremely low frequency 
electromagnetic field. 
MATERIALS AND METHODS 


Thymocytes were obtained from the thymus of Wistar 
rats with weigh about 120-150 g which were kept in 
standard vivarium diet. Dedicated thymus was grinded 
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through the filter of synthetic fibers (0 = 0,1 mm) in 
buffer solution with following composition (g / 1): NaCl - 
6,796; KCI - 0,274; CaCl2 - 0,288; NaHCO3 - 2,091; 
KH2P04 - 0,299; MgSO4 - 0,144 ; glucose - 1,8; (pH 
7.4). The number of cells was counted by light 
microscope in the chamber of Horyayev using dye (0,4% 
solution of trypan blue). 

Incubation of thymocytes (2-4 х 106 cells / ml) was 
performed in a water thermostat at 37°C in a stationary 
medium RPMI-1640 with the addition of 2.05 mM 
glutamine. Incubation was been carried out for 3 hours 
with light and without it. 

Cells (thymocytes) in the form of suspensions were 
subjected to effect of the factors thereafter the 
morphological changes which were identified by double 
supravital staining using fluorescent dyes were observed. 
In particular, we used Hoechst-33 258 which easily 
penetrated the cell membrane and bound to DNA in the 
nucleus, causing fluorescence in the blue spectral region 
[14]. We used also propidium iodide that penetrate via 
membranes only necrotic cells and intercalated in DNA, 
causing fluorescence in the red spectral region [15]. 

Samples were subjected to the electromagnetic field 
treatment which was created by the Helmholtz rings. 
Impulses were rectangular with different polarity. 
Frequency of the electromagnetic field was 8 Hz with 
induction of magnetic component 25 uT. Frequency of the 
magnetic field was selected due to its ecological and 
geophysical significance [16]. Magnetic vector was 
parallel to vector of the geomagnetic field. The samples 
contained cell suspensions were set down in Helmholtz 
rings. Control samples were in the conditions of the 
electromagnetic fields background commonly appropriate 
to the laboratory (20-65 nT). To assess the reliability of 
the impact of the electromagnetic fields of low 
frequencies we used Student’s t-test for independent 
samples linked in pairs. 

In this experiment we used the following conditions: 
control cell suspension; cell suspension that subjected to 
the effects of nanocrystalline silicon with the size of pores 
and crystallites of 2-5 nm; the electromagnetic influence 
with frequency of 8 Hz during incubation with the 
addition of hydrogen peroxide to a final concentration of 
0.1 mM in the incubation medium; a combination of 
electromagnetic influence with hydrogen peroxide and 
nanocrystalline silicon. 

To evaluate the content of viable, necrotic and 
apoptotic cells in the suspension we used method of 
double supravital staining with fluorescent dyes Hoechst- 
33 258 (the company SIGMA - Germany) and propidium 
iodide (firm SIGMA - Germany) (final concentration of 
dyes in suspension was 10 uM). To wash away the 
incubation medium the buffer was used. Thereafter 
thymocytes have been stained by fluorescent dyes for 15 
min in the dark at room temperature. Stained cells were 
washed again and have been fixed in the dark with 4% 
buffed formalin solution (pH 7.4) for 5 min and were 
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washed away from formalin by same buffer. Aliquots of 
cell suspension were deposited on the slides; swabs were 
made and dried in the dark. Morphological assessment of 
cells was performed using fluorescent microscope Leica 
DM1000 (eyepiece х 10, object lens х 100). In each 
sample at least 2000 cells (4 counts of 500 cells) were 
analyzed. Statistical processing of results was performed 
by conventional methods of variation statistics using 
Student's t-test (assessment of reliability differences 
between statistical sampling). 


RESULT AND DISCUSSION 


As a result of experimental series the data on the 
quantitative estimation of living, necrotic and apoptotic 
cells’ content in the suspension of thymocytes in control 
and after the effect of factors were obtained. Apoptotic 
cells were divided and classified by morphological 
characteristics as a result of supravital staining of cells 
with two fluorescent dyes. This classification was used in 
the research of apoptosis processes [14, 17,18]. 

The data presented in Figure 1a indicate that after tree 
hour exposure of electromagnetic field (EMF) with 
frequency of 8 Hz, silicon and hydrogen peroxide the 
reduce of number of viable cells in comparison with 
control in different ways was observed. The largest 
decrease in viability (24%) was observed under action of 
hydrogen peroxide. Under the action of EMF with 8 Hz 
frequency insignificant decrease of 2.5-3% in viability 
was observed. The number of viable cells in the presence 
of nanostructured silicon depended on the presence of 
light. In the absence of light the quantity of viable cells 
decreased insignificantly by 2,490, but when silicon was 
activated by light it decreased by 5.6% compared to 
control that might be due to the formation of reactive 
oxygen species. 

In some cases a significant reduction in the number of 
viable cells was observed when we combined different 
factors influence with the action of silicon. Injuries caused 
by silicon depended on the presence of light. After the 
combined action of 0.1 mM H30, and silicon without 
light the amount of viable cells reduced by 26.2%, and in 
the presence of light their number reduced by 32,196 
compared with control. After the combined action of EMF 
and silicon the number of viable cells decreased 
insignificantly compared to the impact of hydrogen 
peroxide. Namely, in the absence of light the number of 
viable cells reduced by 596, while in its availability it 
decreased by 9,4%. Therefore, we made an assumption 
that the EMF with frequency of 8 Hz enhanced oxidative 
cell damage caused by silicon, but only in the presence of 
light. This fact was also confirmed in the further 
investigations where we compared the combined effect of 
Н.О; and the EMF and the combined effect of 
nanostructured silicon with Н.О, and the EMF in the 
presence of light and without it. The combined influence 
of H20, and EMF reduced the number of viable cells 


nearly by 28 % compared with control in the presence of 
light as well as in its absence. The combined influence of 
silicon, Н.О; and EMF reduced the number of viable 
cells nearly by 30,4% compared with control in the 
privation of light, in the presence of light the decline of 
viable cells was 36%. Thus, the quantity of viable cells 
was considerably reduced by influence of silicon in the 
presence of light due to its oxidative properties and the 
effect was enhanced by the EMF with frequency of 8 Hz. 

The number of necrotic cells did not significantly 
changed relative to the control under both action of 
nanostructured silicon, EMF, 0.1 mM H20, and the 
combined action of aforementioned factors (fig.1b). Only 
slight tendency of reduction of necrotic cells was marked 
in the experiment with combined influence of silicon, 
H202 and EMF in the presence of the light. After the 
combined action of 0.1 mM Н.О» and silicon in the 
presence of the light the amount of necrotic cells was 
6.5%. When we added to this effect the influence of EMF 
the number of necrotic cells was not significantly changed 
(4,396) comparatively without light. 

As seen from the data presented in fig.1c the viability 
of thymocytes was reduced by the apoptotic processes 
caused by factors of influence. Speaking about influence 
it should be mention that the largest augmentation of 
quantity of apoptic cells on 37% was observed under 
action of hydrogen peroxide both with and without light. 
Under the action of EMF the amount of apoptic cells was 
17,5%. The number of apoptic cells in the presence of 
nanostructured silicon depended on the availability of 
light. Thus, in the absence of light the quantity of apoptic 
cells was 16,1%, when silicon was activated by light it 
amounted 20,196, what made 4% difference that might 
occur due to the formation of reactive oxygen species. 

The combined effect of nanostructured silicon and 
ЕМЕ increased the amount of apoptotic cells by 6% and 
9.3% respectively in the absence of light and when it was 
present in comparison with control. It could be assumed 
that EMF strengthened the influence of nanostructured 
silicon as an oxidative factor so long as the addition of 
EMF effect increased the quantity of apoptic cells by 
4,6% and 3,8% accordingly in the presence of the light 
and without it in comparison with the influence of 
nanostructured silicon only. The combined influence of 
НО, and EMF enhanced the number of apoptic cells 
nearly by 28 % compared with control in the presence of 
light as well as in its absence. It was interesting to 
compare the results of the combined action of 0.1 mM 
НО» and silicon with the combined action of silicon, 
НО» and ће EMF in the presence of light and without it. 
In the absence of light the combined action of 0.1 mM 
НО» and silicon augmented the number of apoptic cells 
by 24,7% compared with control, if the influence of EMF 
added to the effect of Н.О» and silicon the amount of 
apoptic cells increased by 3,9% in comparison with the 
combined action of H20, and silicon. In the presence of 
light the combined action of H20, and silicon augmented 


66 


the number ої apoptic cells by 28,7% compared with 
control, if the influence of EMF was added to the effect of 
H20; and silicon the amount of apoptic cells increased by 
5,8% in comparison with the combined action of Н.О» 
and silicon. These results indicated that cell death occured 
mainly by apoptosis under the influence of the these 
factors. The assumption also could be made that under 
photoexcitation the nanostructured silicon was activated 
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and could effectively transfer their energy to Оз molecules 
adsorbed on the surface of nanocrystals, as a result the 
transition from triplet molecules in the singlet state was 
possible. This might explain the enhancement of apoptic 
cells amount under influence of silicon in the presence of 
light as well as the impact of EMF in combined action, 
where EMF intensify the oxidative effect. 


without light Б. 6 7 8 


3 hour 


with light 5 6 7 8 


without light 5 6 7 8 


3 hour 


H 


with light 5 6 7 8 


60 


without light 5 6 7 8 


with light 5 6 7 8 
3 hour 


c) Apoptic cells 


Fig. 1. Cell viability. 
1) control; 2) 8 Hz 3) H203; 4) 8 Hz +Н.О;; 5) nc-Si; 6) nc-Si +8 Hz; 7) nc-Si + Н.О»; 8) nc-Si +8 Hz +H,0, 
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Fig. 2. Apoptic cells. 
1) control; 2) 8 Hz 3) H203; 4) 8 Hz *H50;; 5) nc-Si; 6) nc-Si +8 Hz; 7) nc-Si + H203; 8) nc-Si +8 Hz *H50; 


As known from the literature the main morphological 
feature of apoptosis in thymocytes caused by the action of 
H20, in the relevant concentration is to increase the 
number of cells with condensed chromatin. And it was 
common knowledge that chromatin condensation is an 
intermediate stage of apoptosis that accompanied by its 
fragmentation and the appearance of apoptotic bodies if 
there is a significant number of broken DNA [19]. The 
same trend we observed in our experiment when the 
number of apoptotic cells increased mainly due to cells 
with condensed chromatin (fig. 2a). In the absence of light 
in samples exposed to nanostructured silicon the 
negligible fluctuations of apoptotic cells amount were 
observed whereas under influence of EMF and Н.О» the 
number of apoptotic cells with condensed chromatin 
increased by 3,4% and 13,5% accordingly compared with 
control. Speaking of the combined effect of the factors it 


should be said that in the absence of light the addition of 
nanostructured silicon realised to inconsiderable impact 
while in the presence of light its contribution was 
significant. So, in samples exposed to nanostructured 
silicon the amount of apoptotic cells with condensed 
chromatin was 4,3% higher than in control in 
combination with influence of 8 Hz EMF and Н.О», the 
impact of silicon was considerable: the number of 
apoptotic cells with condensed chromatin increased by 
5% and 2,9% accordingly compared with separated 
effects of these factors. In the presence of light under 
combined actions of nanostructured silicon, Н.О» and 
EMF the amount of apoptotic cells with condensed 
chromatin was 4% higher than under combined action of 
only Н.О; and EMF that proved the importance of 
nanostructured silicon impact to the combined influence. 
On the other hand, in the presence of light under 
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combined actions of nanostructured silicon, Н.О» and 
EMF the amount of apoptotic cells with condensed 
chromatin was 7,1% higher than under combined actions 
of only Н.О» and nanostructured silicon that proved the 
importance of EMF impact to the combined influence. 

The combined influence of silicon and H20, in 
combination of EMF and without it the number of the 
apoptotic cells increased by 3,4% and 2,8% respectively 
in the absence of light and by 2,496 and 2,5% respectively 
in the presence of light (fig. 2b). 

There were an increased number of thymocytes with 
apoptic bodies in the investigated samples exposed to 
H20, and combined effects (fig. 2c). Under the influence 
of НО the quantity of thymocytes with apoptic bodies 
increased by about 8% both in the presence of light and in 
its absence compared with control samples. The combined 
effect of nanoporous silicon and НО enhanced the 
number of cells with apoptic bodies by 6,8% and 9,5% 
respectively in the absence of light and in its presence 
compared with control samples. The combined effect of 
H20; and EMF increased the amount of cells with apoptic 
bodies by approximately 6.5% both in the presence of 
light and in its absence and the combined effect of 
nanoporous silicon with Н.О», апа EMF augmented the 
number of thymocytes with apoptic bodies by 5,6% and 
6,3% respectively in the absence of light and in its 
presence compared to control samples. 

Obtained results allow as suggest that exposure to 
EMF with frequency 8 Hz in some way activated several 
mechanisms of apoptosis via HO -dependent and H202- 
independent ways. Under photoexcitation the silicon 
nanocrystals could efficiently transfer their energy to the 
molecules of О adsorbed on the surface of nanocrystals. 
As a result, the transition of the molecule from the triplet 
to the singlet state is realised and nanoporous silicon 
could demonstrate oxidative effect. Thus, the generation 
of singlet oxygen caused by illumination of ensembles of 
silicon nanocrystals can be proposed to usisng for the 
suppression of reproduction of cancer and other cells. 
Presumably the suppression efficiency would be higher 
under the combined impact of nanostructured silicon and 
EMF of 8 Hz frequency. To confirm this assumption a 
further studies were needed. 

Overall it should be noted that the mechanisms of 
biological effect of extremely low frequency magnetic 
fields are insufficiently researched but despite this fact the 
magnetic fields are used quite effectively in modern 
medical practice. In particular they are used for 
antiinflammatory therapy, accelerating tissue regeneration 
and improvement of microcirculation. It was believed that 
the physical basis of this action was to coordinate the 
motion of charged particles [20]. The result of this 
interaction was primarily the change in membrane 
potential and activity of lipid peroxidation. In addition, 
the magnetic field influence the physical and chemical 
properties of water, free-radical chemical reactions, 
macromolecule of large anisotropic diamagnetic 
compounds [20]. 


Sobko V., Martynyuk V., Shevchenko V., Ratushna O. 


CONCLUSION 


1. The quantity of viable cells was considerably 
reduced and the amount of apoptic cells was increased by 
influence of nanostructured silicon in the presence of light 
due to its oxidative properties. 

2. The combined influence of electromagnetic field 
with frequency 8Hz 25 uT enhanced the effect caused by 
the action of oxidative factors such as hydrogen peroxide 
and nanostructured silicon in the presence of light that 
reduced viability of thymocytes by increasing the number 
of apoptic cells. 

3. The increase of the amount of the apoptic cells 
exposed to hydrogen peroxide, nanostructured silicon and 
in combination with electromagnetic field with frequency 
8Hz 25 uT was mainly due to cells with condensed 
chromatin. 

4. Slight tendency in reduction of necrotic cells was 
marked in the experiments with combined influence of 
silicon, Н.О»; and electromagnetic field with frequency 
8Hz 25 uT in the presence of the light. 
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ВПЛИВ  ЕЛЕКТРОМАГНІТНОГО ПОЛЯ ЧАСТОТОЮ 8 Iu HA КЛІТИННЕ УШКОДЖЕННЯ ТА 
ЗАПРОГРАМОВАНУ КЛІТИННУ ЗАГИБЕЛЬ СПРИЧИНЕНУ ДІЄЮ НАНОСТРУКТУРОВАНОГО КРЕМНІЮ ТА 
ПЕРОКСИДУ ВОДНЮ 


Собко В.М. , Мартинюк В.С. Шевченко В.Б., Ратушна О.О. 


Методом подвійного прижиттєвого фарбування клітин за допомогою флуоресцентних барвників - Hoechst-33258 та 
пропідіум йодид, - досліджували вміст живих, некротичних та апоптуючих клітин, а також їх морфологічні особливості у 
суспензії ізольованих тимоцитів щурів після трьохгодинної інкубації з наноструктурованим кремнієм, 0,1мМ пероксидом 
водню та при впливі електромагнітного поля, як при окремому, так і комбінованому впливі. Виявлено апоптогенний ефект 
наноструктурованого кремнію та пероксиду водню, як моно впливу, так і в поєднанні з дією 8 Гц, встановлена динаміка 
некротичних та апоптичних процесів, зокрема динаміка конденсації хроматину, фрагментації ядра та утворення апоптичних 
тілець. Встановлено, що вплив електромагнітного поля частотою 8 Гц у комбінації з дією наноструктурованого кремнію та 
пероксидом водню на суспензію тимоцитів призводить до збільшення загальної кількості апоптуючих клітин, в основному 
за рахунок клітин з конденсованим хроматином. Зроблено припущення, що вплив 8 Гц в певній мірі активує запуск 
механізмів апоптозу, але як захисну відповідь на перекисне пошкодження. 


Ключові слова: апоптоз, низькочастотне електромагнітне випромінювання, конденсований хроматин, фрагментоване ядро, 
апоптичні тільця, пероксид водню, наноструктурований кремній. 


ВЛИЯНИЕ ЗЛЕКТРОМАГНИТНОГО ПОЛЯ ЧАСТОТОЙ 8 Гц HA КЛЕТОЧНОЕ ПОВРЕЖДЕНИЕ И 
ЗАПРОГРАМИРОВАННУЮ КЛЕТОЧНУЮ ГИБЕЛЬ ВЫЗВАННУЮ ДЕИСТВИЕМ 
НАНОСТРУКТУРИРОВАННОГО КРЕМНИЯ И ПЕРЕКИСИ ВОДОРОДА 


Собко В.М. , Мартынюк В.С. Шевченко В.Б., Ратушна О.О. 


Методом двойного прижизненного окрашивания клеток с помощью флуоресцентных красителей - Hoechst-33258 и 
пропидиум йодид, - исследовали содержание живых, некротических и апоптических тимоцитов крыс, а также их 
морфологические особенности в суспензии после трехчасовой инкубации c наноструктурированым кремнием, 0,1 мМ 
пероксидом водорода и при воздействии электромагнитного поля частотой 8 Гц, как при отдельном, так и 
комбинированном воздействии. Выявлено апоптогенный эффект наноструктурированного кремния и пероксида водорода, 
как моно воздействия, так и в сочетании с действием 8 Гц, установлена динамика некротических и апоптических процессов, 
в частности динамика конденсации хроматина, фрагментации ядра и образования апоптичних телец. Установлено, что в 
условиях индуцированного наноструктурированым кремнием и пероксидом водорода повреждения клеток воздействие 
электромагнитного поля частотой 8 Гц на суспензию тимоцитов приводит к увеличению общего количества апоптических 
клеток, в основном за счет клеток с конденсированным хроматином. Сделано предположение, что влияние 8 Гц в 
определенной мере активирует запуск механизмов апоптоза, как защитный ответ на перекисное повреждение. 


Ключевые слова: апоптоз, низкочастотное электромагнитное излучение, конденсированный хроматин, фрагментированное 
ядро, апоптические тельца, пероксид водорода, наноструктурированый кремний. 
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В експериментах на щурах 3 канюльованою загальною жовчною протокою вивчали зміни рівня холерезу i хімічного складу 
жовчі. Встановлено, що екзогенний окситоцин застосований в дозах 0,5 та 1 Од/100 г маси тіла тварини не змінює об'єму 
секретованої жовчі та незначно впливає на хімічний склад отриманого секрету у щурів. 


Ключові слова: окситоцин, жовчоутворення, жовчні кислоти. 


ВСТУП 


Окситоцин (ОТ) — відомий пептидний 
нейрогормон, який впливає на різні функціональні 
системи організму людини і тварин. На сьогодні 
встановлено, що ОТ не лише прискорює пологи, 
підвищуючи скоротливу активність матки та 
забезпечує виділення молока при годуванні [1], а й 
має широкий спектр біологічної дії в організмі. 
Показано, що ОТ впливає на моторну активність 
шлунка |2|, змінює секрецію підшлунковою залозою 
глюкагону та інсуліну, впливає на виділення гормону 
росту [3, 4, 5], є антигіпертонічним натрійуретичним 
агентом, бере участь у регуляції водно-сольового 
обміну, виступаючи в ролі антагоніста АДГ [6], 
прискорює загоювання ран, має жарознижуючий 
ефект [7], послаблює больову чутливість у людини, 
мишей, щурів, собак [8]. Відомо, що ОТ здатен 
впливати на певні ділянки мозку, змінюючи 
поведінкові реакції, рухову активність, сприйняття 
стресових ситуацій та деякі аспекти соціальної 
поведінки [9, 10]. Так, показаний вплив ОТ на психо- 
емоційну сферу у чоловіків 1 жінок. Встановлено, що 
ОТ викликає більш доброзичливе ставлення до людей, 
одразу після пологів бере безпосередню участь у 
формуванні стосунків мати-дитина, від концентрації 
ОТ в організмі залежить ступінь прояву аутизму [11]. 
Відомо також, що ОТ погіршує процеси навчання 1 


запам'ятовування, зменшуючи об'єм вербальної 
пам'яті [7]. 

Свої багаточисельні функції окситоцин реалізує за 
участю специфічних  окситоцинових рецепторів 


одного | типу. ОТ рецептори розміщені на 
плазматичній мембрані клітин 1 належать до 
родопсинподібних рецепторів СРСВ-родини. Як i 
інші представники цієї родини, ОТ рецептор 
складається з 7 трансмембранних фрагментів [12]. 
Рецептори до ОТ знайдені в гіпоталамусі, гіпофізі та 
деяких інших відділах центральної нервової системи, 
а також виявлені в багатьох периферичних тканинах, 
зокрема в тканинах матки та молочної залози, нирках, 
серці, тимус [13], підшлунковій залозі [14], жировій 
тканині [15]. Нещодавно були виявлені нові сайти 


експресії окситоцинових рецепторів, а саме в 
пухлинах молочної залози, кісткових клітинах 
(остеоцитах), міобластах, кардіоміоцитах та 


ендотеліальних клітинах [16, 17]. Ці відкриття значно 
розширили уявлення про можливий спектр впливу 
окситоцину на різноманітні органи та системи. 

За сучасними уявленнями, окситоцин відіграє 
важливу роль у регуляції холерезу та холекінезу. 
Відомо, що ОТ, введений у значних дозах (1,0-5,0 
Од/кг), збільшує виділення печінкою жовчі [18]. 
Екзогенний ОТ впливає на транспортні системи 
гепато-біліарної системи. Зокрема, в три рази 
збільшується активність  НСОз-АТФази, чим i 
зумовлений холеретичний ефект ОТ [19]. Дані 
літератури свідчать що під впливом ОТ 
спостерігаються значні зміни вмісту органічних 
речовин у складі жовчі. Так, під впливом ОТ 
зменшується вміст сумарних холатів в складі жовчі, 
тоді як такий вільних жовчних кислот збільшується 
[20]. Встановлено, що при дії ОТ в жовчі знижується 
рівень холестеролу, а змін в пігментному складі не 
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спостерігається [21]. З джерел літератури відомо, що 
введення ОТ супроводжується підвищенням рівня 
загального білка в жовчі та окремих амінокислот, 
зокрема аспарагіну, глутаміну, лізину, таурину, 
гексозаміну [21]. Вважають, що стимулюючий вплив 
ОТ на секрецію жовчі є наслідком прямої дії ОТ на 
гепатоцити, а віддалена у | часі стимуляція 
жовчовиділення є вторинною дією, що зумовлена 
зміною функцій інших органів чи систем під впливом 
гормону. Особливий інтерес становить з'ясування 
механізмів взаємодії гепатоцитів з ОТ та його 
синтетичними аналогами на рівні рецепторних 
структур. Тому метою даної роботи було дослідити 
регуляторну дію окситоцину на жовчосекреторну 
функцію печінки у щурів за умов цілісного організму. 


МАТЕРІАЛИ І МЕТОДИ 


Експериментальна частина роботи виконана на 
білих щурах масою 180-250 г з канюльованою 
загальною жовчною протокою в умовах гострої 
спроби. Тварин брали у дослід після 18-годинної 
харчової депривації з вільним доступом до води. 
Операційне втручання здійснювалось під 
тюпенталовим наркозом (7 мг/100 г маси тіла 
тварини, внутрішньочеревно). Інтенсивність секреції 
жовчі визначали через кожні 10 хвилин впродовж 3 
годин досліду 1 розраховували в мікролітрах/г маси 
тіла тварини. Зібрана жовч складалась із шести 30- 
хвилинних порцій після введення гормону. У кожній 
пробі отриманої жовчі за допомогою тонкошарової 
хроматографії визначали якісний 1 кількісний вміст 
окремих жовчних кислот: таурохолевої (ТХК), суміші 


Статистична обробка фактичного матеріалу 
проводилась за допомогою пакету прикладних програм 
Statistika 6.0, використовуючи і-критерій Стьюдента, 
оскільки дані мали нормальний розподіл при перевірці 
їх за тестом Шапіро-Уілка. Достовірними вважалися 
відмінності між контролем 1 дослідом при Р<0,05. 


РЕЗУЛЬТАТИ ТА ЇХ ОБГОВОРЕННЯ 


Результати наших досліджень показали, що 
екзогенний окситоцин, введений шурам 
внутрішньопортально в дозах 0,5 Од та 1 Од/100 г 
маси тіла тварини практично не впливав на об'єм 
секретованої жовчі (рис.1). Про це свідчили зміни 
рівня холесекреції, які спостерігались у тварин після 
введення гормону. 


об'єм жовчі, мкліг macn Tina тварини 


150 180 


час, хв 


С Контроль Ci Окситоцин 0,5 OAH00 г № Окситоцин 1 Од/100 г 


Рис.1. Динаміка секреції жовчі у щурів під впливом 
окситоцину в дозах 0,5 Од та 1 Од/100 г маси тіла тварини 
(n=24) 


таурохенодезоксихолевої і тауродезоксихолевої Окситоцин, введений щурам у дозі 0,5 Од/100 г 
(ТХДХК+ТДХК),  глікохолевої (ГХК), суміші маси тіла незначно змінював i якісний склад 
глікохенодезоксихолевої 1 глікодезоксихолевої отриманої жовчі. Так, після введення щурам гормону 
(ГХДХК+ГДХК), вільної холевої (ХК) та суміші в цій дозі концентрація сумарних жовчних кислот в 


хенодезоксихолевої 1 дезоксихолевої (ХДХК-ДХК) 
[7]. У дослідах застосовували Окситоцин ("Зієта", 
США) в дозах 0,5 Од та 1 Од/100 г маси тіла тварини, 
розведений у фізіологічному розчині, котрий вводили 
внутрішньопортально. Контролем слугували досліди 
на тваринах із внутрішньопортальним введенням 
фізіологічного розчину з розрахунку об'єму 0,1 
мл/100 г маси тіла тварини. 


отриманому впродовж досліду секреті залишалась 
практично незмінною (Табл. 1). 

Зокрема, у першу півгодину часу концентрація 
сумарних жовчних кислот зменшилась на 0,9% щодо 
контролю, в другу, третю, четверту, п'яту і шосту - 
зросла відповідно на 2,396, 1,6%, 1,6%, 2,2% 1 4,9%, 
але ці зміни статистично вірогідно не відрізнялись від 
показників у контролі (табл. 1). 

Таблиця 1 


Вплив окситоцину у дозах 0,5 Од та 1 Од/100 г маси тіла тварини на концентрацію (мг%) 
сумарних жовчних кислот у жовчі щурів (M+m; n=24) 


Сумарні жовчні кислоти 

Час, хв РИЯ Окситоцин Окситоцин 
р (0,5 Од/100 г) (1 Од/100 г) 

30 447,88=6,93 443,55=7,39 457,98+4,74 
60 439,45+6,90 449,33=7,77 462,30+4,74* 
90 425,30+5,46 431,93+8,62 455,85+4,90** 
120 410,55=6,97 417,13=7,95 438,85=2,54** 
150 396,45+6,73 405,05+9,45 421,48+2,86* 
180 383,10+6,46 401,68+6,18 413,30+4,70** 


Примітки: * - Р<0,05; ** - P<0,01 щодо контролю 
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Таблиця 2 


Вплив окситоцину у дозах 0,5 Од та 1 Од/100 г маси тіла тварини на концентрацію (мг%) 
жовчних кислот у жовчі щурів (M+m; п-24) 


Окситоцин Окситоцин 
вы Kono (0,5 Од/100 г) (1 Од/100 г) 
30 262,63+1,81 264,45+4,03 272,10+7,97 
60 257,13+2,10 270,20+4,52 279,93+8,08* 
о 90 247,403,33 257,88+4,91 271,337,83 * 
120 239,382,99 247,98+4,47 262,83+7,63* 
150 232,45+3,57 240,55+5,69 251,83=8,09 
180 224,35+2,95 239,63+4,01 243,60+7,91 
30 151,08=6,16 147,53+5,61 151,33+6,42 
60 150,33=5,99 149,80-5,56 147,65+6,26 
И 90 146,33=6,32 143,48=5,81 152,03+6,22 
120 141,88+6,27 137,45+6,23 145,28+5,18 
150 137,10+6,21 133,33=6,14 138,03+4,33 
180 132,65+6,85 129,85+4,89 140,08+4,32 
30 34,18-4,83 31,58=3,61 34,55+4,39 
60 32,00+3,46 29,33+2,91 34,73+3,35 
Binbni ores 90 31,40+3,14 30,58=3,09 32,50+2,94 
120 29,30+2,57 31,70=3,27 30,75+2,77 
150 26,90=2,30 31,18=3,13 31,63=3,03 
180 26,10+1,98 32,20-3,46 29,63+1,56 


Примітки: * - P<0,05 щодо контролю 


Збільшення дози застосованого гормону до 1 
Од/100 г маси тіла тварини призводило до більш 
істотних змін хімічного складу секретованої жовчі у 
щурів. 

Концентрація сумарних жовчних кислот під 
впливом окситоцину в дозі | Од/100 г маси тіла 
тварини впродовж 1,5 години досліду поступово 
зростала, а в подальшому зменшувалась, проте 
перевищувала відповідні показники y контролі 
(табл. 1). 

Так, у першому півгодинному проміжку часу 
концентрація таких збільшилась на 2,2% (Р>0,05) 
щодо контролю, в другому - на 5,2% (P«0,05), в 
третьому — на 7,2% (P«0,01), в четвертому - на 6,8% 
(P<0,01), в п'ятому - на 6,3% (P«0,05) 1 в шостому - на 
7,8% (P<0,01) (табл.1). 

Отримані нами результати показали, що 
окситоцин застосований в дозі 0,5 Од/100 г маси тіла 
тварини незначно впливав на міліграмвідсотковий 
вміст кон’югованих з таурином жовчних кислот у 
складі сумарних холатів. Так, у першій отриманій 
пробі жовчі концентрація таурокон’югатів практично 
не змінювалась щодо контрольних значень, в другій 
зросла на 5,1%, в третій - на 4,2%, в четвертій та 
п'ятій -на 3,5%, а в шостій - на 6,8% (табл.2). Що ж 
стосується глікохолатів, то під впливом окситоцину у 
цій дозі спостерігалось незначне зменшення їх 
концентрації, проте без вірогідних відмінностей від 
показників у контролі (табл.2). 

Звертає на себе увагу той факт, що окситоцин в 
дозі 0,5 Од/100 г практично не змінював кількісного 
перерозподілу в складі жовчі між триоксихолановими 
та диоксихолановими таурокон’югатами жовчних 


кислот, співвідношення яких становило відповідно 
67% i 3396 як на початку, так 1 в кінці досліду. Як у 
випадку з таурохолатами окситоцин не впливав і на 
кількісний перерозподіл в складі жовчі глікохолатів 1 
відсоткове співвідношення між ГХК і ГХДХК-ГДХК 
впродовж досліду не відрізнялось від такого в 
контрольних спробах, становлячи 87% 1 13% як у 
першій, так i у шостій півгодинних пробах жовчі. 

В той же час під впливом окситоцину у дозі 0,5 
Од/100 г маси тіла тварини відбувалось посилення 
секреції сумарних вільних жовчних кислот через 1,5 
години після введення гормону. Так, починаючи з 
четвертої півгодини і до кінця спроби спостерігалось 
збільшення концентрації сумарних вільних жовчних 
кислот на 8,1% (P>0,05), 15,9% (P>0,05) ra 23,37% 
(Р>0,05) відповідно у 4, 5 та 6 півгодинах досліду 
(табл.2). 

Наведені дані свідчать, що окситоцин введений 
внутрішньопортально в дозі 0,5 Од/100 г маси тіла 


тварини, незначно впливає як на рівень 
жовчоутворення, так і на якісний склад жовчі, деякою 
мірою стимулюючи синтез холевої кислоти 1 


практично не змінюючи кількість сумарних жовчних 
кислот в отриманій жовчі. 

Поряд з цим отримані нами результати показали, 
що окситоцин застосований B дозі 1 Од/100 г маси 
тіла тварини посилював секрецію з жовчю 
таурокон’югованих жовчних кислот (табл.2). Так, у 
першій пробі жовчі концентрація таурокон'югатів 
зросла на 3,6% (Р>0,05), в другій — на 8,8% (Р<0,05), в 
третій — на 9,6% (P«0,05), в четвертій - на 9,8% 
(P«0,05), в п'ятій — на 8,3% (P>0,05), а в шостій — на 
8,6% (Р>0,05) (табл.2). Важливо відмітити, що 
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концентрація жовчних кислот, кон’югованих з 
гліцином у жовчі піддослідних щурів, котрим вводили 
окситоцин у дозі 1 Од/100 г маси тіла тварини 
змінювалась незначно у порівнянні з такою 
контрольної групи щурів. При цьому такі зміни не 
носили статистично значущого характеру (табл.2). 

Під впливом окситоцину у дозі 1 Од/100 г маси 
тіла тварини відбувалось посилення секреції сумарних 
вільних жовчних кислот. Так, в першій пробі 
концентрація вільних  холатів практично He 
змінювалась щодо контрольних значень, в другій 
збільшувалась на 8,5%, в третій - на 3,5%, в четвертій 
- на 4,9%, в п'ятій - на 17,5%, в шостій - на 13,57%, 
проте ці зміни були статистично невірогідними 
(табл.2). 


ВИСНОВКИ 


Таким чином, результати наших досліджень 
показали, що окситоцин у дозі 0,5 Од та 1 Од/100 г маси 
тіла тварини не справляв холеретичного ефекту, 
практично не впливаючи на кількісні показники 
отриманої жовчі. Під впливом окситоцину у дозі 0,5 
Од/100 г маси тіла тварини не змінювалась концентрація 
окремих жовчних кислот та їх відсоткове 
співвідношення в секреті. Після збільшення дози 
гормону до 1 Од/100 г маси тіла тварини спостерігалось 
незначне збільшення концентрації у отриманій жовчі 
сумарних жовчних кислот, головним чином за рахунок 
збільшення відсоткового вмісту тауроконюгатів, що 
може бути наслідком як підсиленого поглинання 
таурохолатів з крові портальних судин, так 1 
інтенсифікації процесів кон'югації вільних жовчних 
кислот, синтезованих в гепатоцитах під впливом цього 
гормону. Отримані результати досліджень, що свідчать 
про відсутність холеретичного ефекту фізіологічних доз 
окситоцину, становлять практичний інтерес в зв'язку з 
широким застосуванням гормону та його агоністів B 
клінічній практиці. 
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ВЛИЯНИЕ ОКСИТОЦИНА НА ЖЕЛЧЕОБРАЗОВАНИК И ХИМИЧЕСКИЙ СОСТАВ ЖЕЛЧИ У КРЫС 
Карбовская Л.С., Горенко 3.A., Лысай И.П., Бабан В.Н., Весельский С.П. 

В острых опытах на крысах с канюлированным общим желчным протоком изучали изменения уровня холереза и 
химического состава желчи. Установлено, что экзогенный окситоцин применяемый в дозах 0,5 Еди 1 Ед/100 г массы тела 


животного не изменяет объема секретируемой желчи и незначительно влияет на химический состав полученного секрета у 
крыс. 


Ключевые слова: окситоцин, желчеобразование, желчные кислоты. 


THE INFLUENCE OF OXYTOCIN ON THE BILE FORMATION AND CHEMICAL COMPOSITION OF THE BILE IN 
RATS 


Karbovska L., Gorenko Z., Lysai І., Baban V., Veselsky S. 


In acute experiments on the rats with biliary duct cannulated we studied changes of choleresis level and chemical composition of the 
obtained bile. We have shown that Oxytocin at the doses 0.5 and 1 unit per 100 g body weight does not changes volume of bile 
secretion and minor alterated chemical composition got bile. 


Key words: oxytocin, bile formation, bile acids. 
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Проведено дослідження ЕЕГ у 60 осіб жіночої статі, здорових, віком 13-14 років (30 осіб) та 16-17 років (30 осіб). З 
використанням когерентного аналізу показано, що у стані спокою з заплющеними та розплющеними очима достовірно вища 
когерентність швидких хвиль (6-8 Гц) тета-діапазону у дівчат юнацького віку. Під час виконання абстрактно-логічного 
завдання зафіксовано більшу кількість когерентних зв'язків у порівнянні з наочно-просторовим завданням, що свідчить про 
вищу синхронізацію біоелектричної активності. У дівчат-підлітків абстрактно-логічне мислення реалізується за рахунок 
підвищення синхронних процесів в тета-діапазоні в правій лобовій частці, у дівчат юнацького віку - за рахунок системної 


інтеграції структур кори обох півкуль головного мозку. 


Ключові слова: тета-ритм електроенцефалограми, когнітивна діяльність, когерентність. 


ВСТУП 


Сучасні дослідження досить повно розкривають 
особливості системної організації інтегративної 
діяльності мозку в процесі мислительної діяльності у 
дорослих. Проте, особливості мозкового забезпечення 
наочно-образного та абстрактно-логічного мислення у 
шкільному віці потребує більш детального вивчення 
[3,5]. Відомо, що показники біоелектричної 
активності головного мозку дітей молодшого та 
середнього шкільного віку відрізняються від 
дорослих, у яких морфологічні структури та 
нейрофізіологічні механізми сприйняття та обробки 
вербальних та невербальних зорових стимулів уже 
сформовані [2]. Впродовж багатьох років питання про 
механізми генерації та функціональне значення тета- 
ритму залишається одним з найбільш дискусивних в 
нейрофізіології [6]. Відомо, що  тета-ритм  — 
пов'язують із процесами пам'яті та уваги при 
виконанні розумових завдань [7,8]. У зв'язку з цим 
було 6 цікаво дослідити функціональну активність 
мозку в цьому частотному діапазоні за умов 
мислительної діяльності у дітей підліткового та 
юнацького віку. Нами вивчалась просторова 
синхронізація біоелектричної активності кори 
великих півкуль головного мозку в тета-діапазоні під 
час абстрактно-логічного та наочно-образного 
мислення у дітей шкільного віку. 


МАТЕРІАЛИ І МЕТОДИ 


В дослідженнях взяли участь 60 осіб жіночої статі 
віком 13-14 років (30 осіб) та 16-17 років (30 осіб). Усі 


були здоровими за даними психоневрологічного та 
соматичного обстеження, праворукі за самооцінкою 
та мануальними тестами. 


Для вивчення електричної активності мозку 
використовувалася система комп'ютерної 
електроенцефалографії (апаратно-програмний 
комплекс «НейроКом»). 

Під час запису ЕЕГ активні електроди 


розміщувалися за міжнародною системою 10-20% у 
дев'ятнадцяти точках на скальпі мозку (рис.1). 
Реєстрація здійснювалась монополярно, в якості 
референтних використовувались вушні електроди Al i 
А2, з метою покращення якості запису 
встановлювалися додаткові референтні електроди М 
(nazion) 1 Ref у лобовій ділянці голови. Для 
відстеження функціонального стану та реакції 
обстежуваного на стимули використовувалась 
система відеомоніторингу 3 інфрачервоним 
підсвітленням. Реєстрували 60 с інтервали ЕЕГ. При 
проведенні Фур'є-реалізації епоха аналізу складала 
500 wc 3 50 % перекриттям. Частота дискретизації 
каналового сигналу складала 2 Mc. Вхідний опір для 
синфазного сигналу становив більше 100 МОм. 
Фільтри високих частот встановлювались на 50 Гц, 
низьких - 0,1 Гц. Напруга внутрішніх шумів 
приведена до входу не перевищувала 0,3 мкВ. Стала 
часу перехідного процесу становила не менше 0,3 с. 
Опір електродів близько 100 кОм. Для режекції ЕЕГ- 
артефактів використовувалась процедура ICA- 
аналізу. В подальшому проводилась фільтрація ICA — 
компонент з артефактним сигналом і композицією 
неартефактних ІСА-компонент у результуючу ЕНГ. 
При фільтрації артефактів з ЕЕГ видалялось не більше 
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п'яти (артефактних) ІСА-компонент. У випадку, якщо 
окремі спалахи артефактної активності не вдавалось 
відфільтрувати за допомогою ІСА-обробки, 
артефактні відрізки ЕЕГ вирізали з нативної ЕЕГ в 
ручному режимі. Реєстрація ЕЕГ проводилась у 
наступних  експериментальних станах: 1 - стан 
функціонального спокою з заплющеними очима, 2- 
стан функціонального спокою з розплющеними 
очима, 3 - абстрактно-логічний тест, 4 - наочно- 
образний тест. 

Фонова ЕЕГ відображає електроенцефалографічні 
процеси мозку у стані спокою з заплющеними та 
розплющеними очима. 

У якості тесту на абстрактно-логічне мислення 
було подано 10 завдань, у кожному з яких 
запропоновано приклад із двох слів, між якими існує 
логічний зв'язок. Потрібно було за аналогією 
підібрати правильну відповідь із запропонованих 
п'яти слів, між якими теж існує логічний зв'язок. 

У якості тесту на наочно-образне мислення, 
досліджуваному було запропоновано виконати 10 
завдань. У кожному завданні було подано 5 фігур, 
серед яких потрібно було знайти зайву фігуру (тест 
Равена). 

Виконання усіх завдань було обмежене в часі з 
метою досягнення суб'єктивно однакової складності. 
На виконання кожного тесту відводилося 60 секунд, 
що відповідало епосі комп'ютерного аналізу ЕНГ. 

Перед початком експерименту усі обстежувані 
одержували детальну інструкцію, пов'язану з їх 
участю в тестуванні. Виконання завдань передбачало 
їх усне вирішення протягом хвилини, одночасно з 
реєстрацією EET. 


Рис. 1. Схема розміщення електродів при 
електроенцефалограми ( 19 відведень). 

5-ліва півкуля; d-npasa півкуля, Е1,К2-передньолобові 
(префронтальні); | ЕЗ,К4,Е7-задньолобові (премоторні); 
Е7,Е8-бічні лобові; С3, С4, С2-центральні; Т3,Т4- 
передньоскроневі; Т5,Т6-задньоскроневі; P3,P4,Pz-Tim’ aHi; 
О1,О1-потиличні відведення 


реєстрації 


Під час експерименту досліджувані знаходились у 
світло-звукоізольованій камері у положенні сидячі на 
відстані 1,5 м від монітору комп'ютера, на який 
проектувався зміст завдання. У стані функціонального 
спокою очі досліджуваних були заплющені. Решта 
завдань виконувалися з розплющеними очима. 


Швайко С.Є., Пахолок О.Ю., Дмитрова О.Р. 


Реєструвалась тета-активність в частотному діапазоні 
4-8 Гц (reral- 4-6 Гц; rera2 - 6-8 Гц). 

Просторову синхронізацію електричної 
активності кори великих півкуль визначали за 
допомогою когерентного аналізу. Відомо, що 
математична когерентність є аналогом коефіцієнта 
кроскореляції, що використовується до окремих 
частот. Обрахунок цієї функції дає змогу судити про 
постійність фазових відношень, схожості або 
синхронності потенціалів між обома ділянками, з яких 
ВОНИ ВІДВОДЯТЬСЯ. 

Для аналізу результатів досліджень були 
використані методи параметричної  (і-критерій 
Стьюдента) та непараметричної (№-критерій 
Вілкоксона) статистики (залежно від характеру 
розподілу значень). Обчислення проводилось у 
програмному пакет  MegaStat for Excel чи 
безпосередньо B MS Excel 2000. 


РЕЗУЛЬТАТИ TA ЇХ ОБГОВОРЕННЯ 


Вивчалась електрична активність кори головного 
мозку в тета-діапазоні та окремих піддіапазонів тета- 
активності при наочно-просторовому та абстрактно- 
логічному мисленні дівчат віком (16-17 років та 13-14 


років). 
Під час стану спокою із заплющеними очима 
спостерігаються достовірно вищі  міжпівкулеві 


когерентні зв'язки в тета-діапазоні у центральній (С3- 
C4) та тім'яній (P3-P4) ділянках кори. Білатеральні 
внутрішньопівкулеві когерентні зв'язки зафіксовані 
між задньолобовими та центральними ділянками (F3- 
C3; Е4-С4) у дівчат юнацького віку. Аналіз 
когерентності низькочастотного TeTa-l піддіапазону 
показав, що достовірно вищі синхронні зв'язки між 
півкулями (Е3-Е4; C3-C4; P3-P4) в цьому віці. В тета-2 
піддіапазоні кількість та міцність 
внутрішньопівкулевих когерентних зв'язків зростає. 
Підсилюється зв'язок між  задньолобовою та 
центральною ділянками лівої півкулі (Е4-С4). 
Збільшується синхронність хвильових процесів ЕЕГ в 
тета-2 діапазоні в передніх та бічних відведеннях 
правої лобової ділянки (Fp2-F8). Підвищується 
синхронність хвиль цього субдіапазону між 
контрлатеральними відведеннями в центральній та 
тім'яній (C3-P4; C4-P3) ділянках півкуль головного 
мозку (рис.2). Отже, у дівчат юнацького віку в стані 
спокою з заплющеними очима синхронізація 
хвильових процесів в тета-діапазон та його 
субдіапазонах є вищою, ніж у підлітковому віці. 

У стані спокою з розплющеними очима кількість 
когерентних зв'язків в тета-діапазоні та його під 
діапазонах збільшується і вони стають міцнішими. 
Формується дві зони синхронної активності: 
центрально-лобова та тім'яна. 

Достовірні зв'язки зафіксовані у задньолобових, 
центральних, тім'яних ділянках лівої та правої 
півкуль кори у тета-діапазоні та його піддіапазонах. 


ВІКОВІ ОСОБЛИВОСТІ ПРОСТОРОВОЇ СИНХРОНІЗАЦІЇ ТЕТА-РИТМУ ПІД ЧАС МИСЛИТЕЛЬНОЇ ДІЯЛЬНОСТІ У ДІВЧАТ 


Вища когерентність хвиль електроенцефалограми 
(тета-діапазону) зафіксована у юнацькому віці (Рис.3). 

Під час абстрактно-логічного мислення достовірні 
зміни між віковими групами у дівчат спостерігались у 
лобових, центральних, тім'яних та потиличних 
ділянках обох півкуль кори у тета-діапазоні та його 
піддіапазонах. Зафіксовано, що у лобових ділянках 


ТЕТА 


TETA-1 


вища когерентність спостерігається у дівчат-підлітків 
зокрема: у тета-діапазоні і тета-2 піддіапазоні - у 
правій півкулі кори головного мозку (Fp2-F4), у тета-1 
- B обох півкулях (Fpl-F3; Ер2-Е4). В дівчат 
юнацького віку вища синхронізація в 
задньоасоціативних ділянках кори головного мозку та 
в лівій лобовій частці (Ер1-ЕЗ) (Рис.4). 


ТЕТА-2 


Рис.2. Достовірні зміни когерентності 
юнацького віку під час стану спокою з заплющеними очима. 


тета-діапазону та Його піддіапазонів ЕЕГ-активності у дівчат підліткового та 


Примітка: товщина ліній зв'язку відповідає рівню значимості : товста при p< 0,001; тонка при p< 0,01; пунктирна при p< 


0,05; €- вища когерентність у юнацькому віці; О- вища когерентність у підлітковому віці 


ТЕТА 


TETA-1 


TETA-2 


Рис.3. Достовірні зміни когерентності тета-діапазону та його піддіапазонів ЕЕГ-активності у дівчат підліткового та 


юнацького віку під час стану спокою з розплющеними очима. 
(Позначення тіж самі, що на рис.2.) 


ТЕТА 


Рис. 4. Достовірні зміни когерентності 
юнацького віку під час абстрактно-логічного мислення. 
(Позначення тіж самі, що на рис.2.) 


тета-діапазону та його піддіапазонів ЕЕГ-активності у дівчат підліткового та 
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Рис. 5. Достовірні зміни когерентності 
юнацького віку під час наочно-образного мислення. 
(Позначення тіж самі, що на рис.2.) 


Під час наочно-образного мислення в тета- 
діапазоні Ta тета-1, тета-2 піддіапазонах відмічено 
достовірні зміни між віковими групами у 
задньолобових (F3-F4, р<0,001), центральних (C3-C4, 
р<0,001), тім'яних (Р3-РА, p«0,001) та потиличних 
(01-02, р<0,01) ділянках лівої та правої півкуль кори 
головного мозку. 

Вища когерентність хвиль спостерігається у 
юнацькому віці, проте у піддіапазоні тета-1 у правій 
лобовій ділянці кори — у підлітків (Puc.5). Вивчення 
синхронізації хвильових процесів ЕЕГ в  rera- 
діапазоні та його піддіапазонах показав, що у дівчат 
юнацького віку в стані спокою з заплющеними та 
розплющеними очима рівень когерентності є вищим, 
ніж у підлітковому віці. Відкривання очей збільшує 
міцність внутрішньопівкулевої синхронізації. 

Під час мислительної діяльності відмічене 
посилення хвильових процесів тета-діапазону в усіх 
відділах кори. Вважається, що підвищення тета- 
синхронізації при когнітивній діяльності відповідає 
періодам найбільшої концентрації уваги 1 корелює зі 
швидкістю виконання завдання [1,4]. У дівчат- 
підлітків абстрактно-логічне мислення реалізується за 
рахунок підвищення синхронізації біоелектричної 
активності тета-діапазону в правій лобовій ділянці. У 
дівчат юнацького віку відбувається синхронізація 
хвиль цього ритму в задньоасоціативних ділянках, про 
що свідчать міцні когерентні зв'язки, які розподілені 
симетрично. Це дає підстави вважати, що мислительні 
процеси представниць жіночої статі 16-17 років 
здійснюються за рахунок системної інтеграції 
структур кори правої та лівої півкулі. 


ВИСНОВКИ 


1. У стані спокою з заплющеними та розплющеними 
очима достовірно вища когерентність швидких 
хвиль (6-8 Гц) тета-діапазону зафіксована у дівчат 
юнацького віку. 

2. Під час виконання абстрактно-логічного завдання 
зафіксовано більшу кількість когерентних зв'язків 
у порівнянні з наочно-просторовим завданням, що 
свідчить про вищу синхронізацію біоелектричної 
активності. 


Швайко С.Є., Пахолок О.Ю., Дмитрова О.Р. 


ТЕТА-2 


тета-діапазону та його піддіапазонів ЕЕГ-активності у дівчат підліткового та 


У дівчат-підлітків абстрактно-логічне мислення 
реалізується за рахунок підвищення синхронних 
процесів в тета-діапазоні в правій лобовій частці, у 
дівчат юнацького віку - за рахунок системної 
інтеграції структур кори обох півкуль головного 
мозку. 
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ВІКОВІ ОСОБЛИВОСТІ ПРОСТОРОВОЇ СИНХРОНІЗАЦІЇ ТЕТА-РИТМУ ПІД ЧАС МИСЛИТЕЛЬНОЇ ДІЯЛЬНОСТІ У ДІВЧАТ 


ВОЗРАСТНЬЕ ОСОБЕННОСТИ ПРОСТРАНСТВЕННОЙ СИНХРОНИЗАЦИИ  ТЕТА-РИТМА ПРИ 
МЫСЛИТЕЛЬНОЙ ДЕЯТЕЛЬНОСТИ У ЖЕНЩИН 


Швайко С.Е., Пахолюк О.Ю., Дмитроца О.Р. 


Проведены исследования ЕЕГу 60 лиц женского пола, здоровых, 13-14 лет (30 чел) и 16-17 лет (30 чел). С использованием 
когерентного анализа показано, что в состоянии покоя с закрытыми и открытыми глазами достоверно более высокая 
когерентность быстрых волн (6-8 Гц) тета-диапазона отмечена у девушек юношеского возраста. Во время выполнения 
абстрактно логического задания зафиксировано большее количество когерентных связей в сравнении с наглядно- 
пространственным заданием, что свидетельствует о высшей синхронизации биоэлектрической активности. У девушек- 
подростков абстрактно-логическое мышление реализуется за счет повышения синхронных процессов в тета-диапазоне в 
правом лобном отделе, у девушек юношеского возраста - за счет системной интеграции структур коры обоих полушарий 
головного мозга. 


Ключевые слова: тета-ритм электроэнцефалограммы, когнитивная деятельность, когерентность. 


THE AGE-OLD FEATURES OF SPATIAL SYNCHRONIZATION OF TETA-RHYTHM AT MISLITEL'NIY ACTIVITY 
FOR WOMEN 


Shvayko S.Ye., Pakholyuk O.Yu., Dmytrotsa O.R. 


Conducted research of EEG ш 60 persons of sex of women, healthy age 13-14 years (30 persons) and 16-17 years (30 persons). It 
is rotined with the use of coherent analysis, that in a spacehold with the closed and flattened eyes for certain the higher coherentness 
of rapid waves (6-8 Hertzs) of teta-range is fixed for the girls of youth age. During implementation abstractly logical a task is fixed 
greater amount of coherent connections in comparison from evidently spatial by a task which testifies to higher synchronization of 
bioelectric activity. For girls-teenagers abstractly logical thought will be realized due to the increase of synchronous processes in a 
teta-range in right frontal part, for the girls of youth age - due to system integration of structures of bark of both hemispheres of 
cerebrum. 


Key words: theta-rhythm of EEG, cognitive activity, coherence. 
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Алкогольна залежність супроводжується зниженням активності основних ферментів метаболізму етанолу - алкоголь- та 
альдегіддегідрогеназ клітин печінки щурів. Введення оцтовокислого цинку приводило до нормалізації дефіциту цинку у 
печінці та сироватці, що розвивався на фоні алкогольної залежності, та до зростання активності досліджуваних ферментів. 


Ключові слова: етанол, оцтовокислий цинк, сироватка, гепатоцити, АДГ, АЛДГ, алкогольна залежність. 


ВСТУП 


Алкогольна залежність є хронічним розладом, що 


викликається рядом генетичних, соціально- 
психологічних та екзогенних факторів. Проблема 
боротьби з алкоголізмом є однією 3 найбільш 


драматичних проблем у більшості країн світу. 
Медико-соціальне значення проблеми визначається 
перш за все значною розповсюдженістю вживання 
алкоголю, наркотиків та токсичних речовин, що 
призводить до шкідливих наслідків для здоров'я 
населення в цілому. За останні три десятиліття 
вживання алкоголю у промислово-розвинених країнах 
збільшилось у середньому в 15 разів, що призвело, 
за останніми даними ВОЗ, до ураження алкоголізмом 
від | до 10% дорослого населення. Алкоголізм 
характеризується високим показником смертності, 
що пов'язано не тільки з великим травматизмом, який 
супроводжує сп'яніння, але й з такими ускладненнями 
його, як цироз печінки, гепатити, гепатохолецистити, 
гастрити та виразкова хвороба, туберкульоз, 
кардіоміопатії, гіпертонічна хвороба та ін. [1]. 

Усе більше значення в клінічних Ta 
експериментальних дослідженнях надається 
вивченню системи метаболізму етанолу в організмі 
людини і тварин з метою створення нових препаратів, 
які використовуються для профілактики і лікування 
алкогольної залежності. Перспективним напрямком є 
використання засобів корекції первинних механізмів 
метаболічної залежності за рахунок підвищення 
ефективності природних біохімічних процесів, 
відновлення активності та субстратного забезпечення 
ферментів, що регулюють обмін алкоголю в організмі. 
Тому, вивчаючи потенційне застосування препарату у 
антиалкогольній терапії важливо дослідити його 
вплив на активність основних ферментів метаболізму 
етанолу - алкоголь- та альдегіддегідрогенази. 


Основну позицію в метаболізмі етанолу займає 
алкогольдегідрогеназа (АДГ), яка є задіяною в 
первинному механізмі детоксикації екзогенних 
спиртів. Алкогольдегідрогеназна система є головним 
метаболічним шляхом обміну етанолу, а також інших 
біологічно важливих алкоголів 1 альдегідів (ретинол, 
36-гідроксистероїди, уу-гідрокси жирні кислоти i 4- 
гідроксиноненал). Показано існування інших 
ферментів, що забезпечують окислення алкоголю, 
проте, їх внесок у утилізацію етанолу є відносно 
невеликим. Оскільки біля 10% алкогольдегідрогенази 
міститься в печінці, перша стадія окислення алкоголю 
протікає, головним чином, у цьому органі [2]. 

Алкогольдегідрогеназа (алкоголь: НАД 
оксидоредуктаза, К.Ф.1.1.1.1) каталізує окислення 
спиртів 1 ацеталей до альдегідів 1 кетонів. Сьогодні 
виявлено 6 класів АДГ [3]. У випадку етанолу, 
продуктом першої стадії його окислювання, що 
каталізується цим ферментом, є оцтовий альдегід 
CH3COH. Крім того, відомо, що принаймні один 13 
ізозимів АДГ I (yy) здатний каталізувати реакцію 
дисмутації, у результаті якої можливо окислювання 
ацетальдегіду до ацетату. Важливість цього 
останнього процесу при фізіологічних концентраціях 


етанолу й ацетальдегіду значна Проте при 
надходженні великих кількостей етанолу ззовні 
більша частина ацетальдегіду окислюється 


альдегіддегідрогеназою (АЛДГ ). 

АЛДГ відіграє головну роль при перетворенні 
ацетальдегіду - першого метаболіту етанолу як при 
нормальних умовах, так і при хронічній алкогольній 
інтоксикації. Крім того цей фермент володіє широкою 
субстратною специфічністю, існує в множинних 


молекулярних формах, що різняться своїми 
властивостями та клітинною локалізацією. 
Альдегіддегідрогеназа задіяна У численних 


біохімічних перетвореннях, i участь в утилізації 


ВПЛИВ ОЦТОВОКИСЛОГО ЦИНКУ НА АКТИВНІСТЬ АЛКОГОЛЬ- ТА АЛЬДЕГІДДЕГІДРОГЕНАЗИ 81 


ПЕЧІНКИ ЩУРІВ З ХРОНІЧНОЮ АЛКОГОЛЬНОЮ ЗАЛЕЖНІСТЮ 


оцтового альдегіду в результаті введення в організм 
алкоголю відриває значну частину цього ферменту від 
здійснення біологічно необхідних реакцій, що 
призводить до порушення нормального 
функціонування багатьох органів. 

Функціонування ферментної системи АДГ/АлДГ 
визначає не лише швидкість метаболізму етанолу, а 1 
формування алкогольної залежності в цілому. 

Сьогодні відомо, що розвиток алкогольної 
інтоксикації супроводжується дефіцитом цинку у ряді 
органів. Для корекції цинкових дефіцитів 
використовують солі цинку, серед яких низькою 
токсичністю характеризується оцтовокислий цинк 
14,5). Актуальним і перспективним є дослідження 
можливості застосування зазначеної сполуки для 
корекції метаболічних уражень, які виникають під час 


розвитку алкоголізму, що може бути основою 
розробки нових лікувальних протиалкогольних 
засобів. 


Сьогодні при дослідженні можливих механізмів 
впливу алкоголю на організм в основному 
використовують моделі хронічної алкоголізації з 
примусовим споюванням тварин. Однак більш 
наближеними до реальної ситуації є моделі 
формування алкогольної залежності з можливістю 
вільного вибору тваринами етанолу. 

Тому метою даної роботи було дослідження 
активності алкоголь- та альдегіддегідрогеназ печінки 
щурів з алкогольною залежністю за дії оцтовокислого 
цинку. 


МАТЕРІАЛИ І МЕТОДИ 


У роботі дотримувались міжнародних 
рекомендацій про проведення медично-біологічних 
досліджень з використання тварин згідно 
Європейської конвенції. 

Дослідження проводили на щурах (самцях) лінії 
Вістар масою 180-200 г, що утримувались на 
стандартному раціоні віварію з вільним доступом до 
води. Алкогольна залежність у тварин в хронічному 
експерименті формувалась в умовах вільного вибору 
між 15 % розчином етанолу та водою протягом 2 
місяців [6]. Алкогольну залежність формували за 
наступною схемою: кожну тварину поміщували в 
окрему клітку з 2 пляшечками: з водою та 15 % 
розчином етанолу. Кожної доби протягом місяця 
проводили вимірювання кількості випитого етанолу. 
Через місяць після початку експерименту тварин 
розподіляли на 3 групи. До групи щурів з 
сформованою алкогольною залежністю відносили 
тварин, у яких споживання етанолу протягом доби 
становило 2 мл та більше. Групу щурів з 
сформованою алкогольною залежністю ділили на 2 
підгрупи: одна продовжувала споживати алкоголь, 
іншій додатково протягом останнього місяця вводили 
оцтовокислий цинк в дозі 20 мг на 1 кг маси тварини 
перорально [7]. Через 2 місяці після початку 
експерименту тварин декапітували. Про активність 


АДГ і АлДГ судили за кількістю утвореного 
НАДН+Н', що визначається спектрофотометрично по 
збільшенню екстинції при довжині хвилі 340 нм [8]. 
Статистичну обробку результатів проводили З 
використанням і-критерію Стьюдента при P«0,05. 


РЕЗУЛЬТАТИ ТА ЇХ ОБГОВОРЕННЯ 


Результати  експериментальних та клінічних 
досліджень дозволяють говорити про те, що в 
механізмі розвитку алкогольної інтоксикації важливу 
роль відіграють порушення вмісту мікроелементів у 
органах та тканинах хворих. Відомо, що печінка є 
основним органом біотрансформації етанолу і також 
відіграє ключову роль у метаболізмі цинку, що є 
одним 3 найважливіших ессенціальних 
мікроелементів, який потрібний для нормального 
функціонування клітини [9]. Цинк входить до складу 
білків, що беруть участь у генній експресії та 
метаболізмі нуклеїнових кислот, а відповідно 1 усіх 
процесів клітинного росту та диференціації. Цинк є 
структурним компонентом біологічних мембран, 
клітинних рецепторів, протеїнів, входить до складу 
більш чим 200 ензиматичних систем [10]. 

Нами було визначено вміст цього мікроелементу у 
сироватці крові щурів з алкогольною залежністю та за 
умов введення оцтовокислого цинку. Було показано, 
що алкогольна залежність призводить до зниження 
вмісту цинку на 40 % у сироватці крові щурів у 
порівнянні з контрольними показниками. Введення 
оцтовокислого цинку протягом місяця за умов 
сформованої алкогольної залежності приводить до 
зникнення дефіциту та підвищення вмісту цього 
мікроелементу на 20 % у порівнянні з контрольними 
значеннями (рис.1). 
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Рис. 1. Вміст цинку в сироватці крові щурів з алкогольною 
залежністю за умов введення оцтовокислого цинку (п- 10). 
Примітка: * - p<0,05. 


Таким чином, нами встановлено, що формування 
алкогольної залежності супроводжується зниженням 
вмісту цинку у сироватці крові щурів. Введення 
оцтовокислого цинку приводить не лише до ліквідації 
утвореного дефіциту, а і до накопичення цього 
елементу. 

Щоб оцінити можливий протекторний ефект 
оцтовокислого цинку за досліджуваної патології нами 
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було вивчено активність основних ферментів 
метаболізму етанолу - алкогольдегідрогенази та 
альдегіддегідрогенази в клітинах печінки щурів з 
алкогольною залежністю за дії оцтовокислого цинку. 

У результаті досліджень нами було встановлено, 
що за умов сформованої алкогольної залежності 
активність АДГ у клітинах печінки знижується майже 
удвічі у порівнянні з контрольними показниками. 
Введення оцтовокислого цинку нативним тваринам 
суттєво не змінює досліджуваний показник, тоді як 
30-денне введення препарату щурам з алкогольною 
залежністю приводить до триразового підвищення 
активністі АДГ y порівнянні з контрольними 
показниками (рис.2). 


25 


АЕР, 


У 


нмоль/хв'мг 


Е+Цинк 


Рис.2. Активність АДГ печінки щурів з алкогольною 
залежністю за умов введення оцтовокислого цинку (п- 10). 
Примітка: * - p<0,05. 


При дослідженні активності АлДГ в клітинах 
печінки нами було встановлене різке майже триразове 
зниження активності ензиму у клітинах печінки щурів 
з алкогольною залежністю. Введення оцтовокислого 
цинку на фоні сформованої алкогольної залежності 
приводить до підвищення активності ферменту, що 
наближалась до контрольних значень (рис.3). 
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Рис. 3. Активність АлДГ печінки щурів з алкогольною 
залежністю за умов введення оцтовокислого цинку (M+m, 
n-10). 

Примітка: * - p<0,05. 


Відомо, що реакція, яка каталізується 
алкогольдегідрогеназою: етанол + НАД’ - 
ацетальдегід + НАДН + H' характеризуеться 
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положенням рівноваги, що при концентраціях 
етанолу, близьких до фізіологічних, зміщена вліво. Це 
відображає детоксикуючу дію АДГ по відношенню до 
ацетальдегіду, що постійно утворюється при багатьох 
метаболічних процесах. 

При хронічній алкогольній інтоксикації при дозах, 
що не викликають значного сп'яніння, рівновага 
реакції зміщується вправо. АДГ I i IV стають 
генераторами ацетальдегіду, який поступово 
накопичується у організмі, що у свою чергу 
призводить до зростання активності наступного 
ферменту метаболізму етанолу - АлДГ. Однак 
тривала алкоголізація не викликає індукції синтезу 
досліджуваних ферментів. Показане нами зниження 
їх активності у щурів з алкогольною залежністю 
можна пояснити з наступних позицій. 

Відомо, що за умов хронічної алкоголізації 
відбувається більш виражене зниження активності 
АлДГ у порівнянні з АДГ, що було підтверджено 
нами (рис. 2,3). У результат відбувається 
накопичення ацетальдегіду - проміжної сполуки у 
катаболізмі етанолу. Цей  високореактивний 
метаболіт здатний модифікувати аміно-, SH-, 
імідазольні групи амінокислот різних білків з 
утворенням ацетальдегідних аддуктів. Таким чином, 
ацетальдегід виступає в ролі потужного модифікатора 
білків, змінюючи їх просторові характеристики, у 
результаті чого пошкоджуються ряд ензимів, 
надмолекулярних утворень, мембран 1 т.п., індукує 
різноманітні патологічні процеси [11]. 

В літературі показано, що інгібіторами АДГ є 
сполуки, що зв'язують цинк або взаємодіють 3 SH- 
групами. Подібну дію показано для 8-оксихіноліну, 
фенантроліну, етилендиамінтетраоцтової кислоти, 
біпіридину, 4-метилпіразолу, меркаптоетанолу 
[12,13]. Тому виявлене нами зниження активності 
досліджуваного ферменту можливо відбувається 
внаслідок зазначеної деградації клітинних структур 
через накопичення вмісту проміжного продукту 
метаболізму етанолу - ацетальдегіду, що здатен 
модифікувати 5Н-групи АДГ. 

Додатковим фактором зниження активності АДГ 
може бути накопичення ацетальдегідних аддуктів, що 
лежить в основі утворення аутоантитіл до АДГ І при 
тривалому споживанні етанолу. Було показано, що в 
дослідах на щурах невисокі, але достовірні титри 
аутоантитіл до АДГ виявляються після 4—6-го тижня 
алкоголізації. Можливо, модифікована ацетальдегідом 
АДГ сприймається імунною системою як 
гетерогенний антиген. 

В нормі активність АлДГ прямо пропорційна 
кількості субстрату, що окислюється, тому при з 
більшенні концентрації ацетальдегіду автоматично 
збільшується активність АлДГ, внаслідок чого 
утворений ацетальдегід не встигає спричинити який- 
небудь патологічний ефект. Однак ацетальдегід є не 
менш активною у хімічному відношенні сполукою, 
ніж етанол. Особливий інтерес представляє його 
здатність дуже легко реагувати з аміногрупами амінів 
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взагалі i біогенних амінів зокрема. В останньому 
випадку можливе утворення тетрагідроізохінолінових 
похідних (ТГІХ), що відносяться до групи 
ендогенних морфіноподібних речовин (ендорфінів). 
Це може відбуватися двома шляхами: ацетальдегід 
може вступати прямо у реакцію з дофаміном (реакція 
Пікте-Спенглера) з утворенням сальсолінолу; під 
впливом ацетальдегіду може утворюватися 
тетрогідропапаверолін (ТГП). У нормі з дофаміну 
спочатку утворюється 3,4-диоксифенілацетальдегід 1 
потім 3,4-диоксифенілоцтова кислота. Останнє 
перетворення відбувається при активній участі АлДГ, 
оскільки цей фермент не є високоспецифічним, він 
окислює усі альдегіди, включаючи i ацетальдегід. При 
зростанні концентрації ацетальдегіду після прийому 
екзогенного етанолу частина АлДГ іде на окислення 
його збільшених кількостей, наслідком чого € 
автоматичне збільшення концентрації недо- 
окисленого 3,4-диоксифенілацетальдегіду, молекули 
якого здатні вступати в реакцію 3 дофаміном i 
утворювати ТГП. 

Сальсолінол i ТГП володіють морфіноподібною 
активністю і є крім того субстратами для утворення 
інших, ще активніших морфіноподібних сполук. 
Саме ці речовини діють на опіатні рецептори 
гіпоталамічного "центру задоволення", індукуючи 
ейфорію при прийомі алкоголю 1 формують 
патологічну схильність до нього [14]. Виявлене нами 
більш виражене зниження активності АлДГ у 
порівнянні з АДГ у печінці щурів з алкогольною 
залежністю, може призводити до накопичення 
ацетальдегіду. Цей факт, згідно з вищезазначеним, 
може бути ще одним підтвердженням сформованої 
алкогольної залежності. 


Встановлене нами зростання активності 
зазначених ензимів за дії оцтовокислого цинку у 
щурів з алкогольною залежністю може бути 
поясненим необхідністю цього металу для 
нормального функціонування ферментів. 
Алкогольдегідрогенази ссавців (алкоголь- 


НАД оксидоредуктази) є димерами, що складаються 3 
субодиниць із молекулярною масою близько 40000 й 
містять іон Zn?'. У кожної субодиниці є області, що 
беруть участь в утворенні центрів зв'язування 
субстрату й коферменту - НАД. Кожна з них 
побудована з двох доменів, на межі яких міститься 


глибока «кишеня», обмежена гідрофобними 
амінокислотними залишками. На її «дні» 
локалізований атом цинку, зв'язаний 13 двома 


залишками цистеїну й одним залишком гістидину, що 
знаходяться відповідно у положеннях 46, 174 й 57 
субодиниці, а також з H20. Окрім того, цинк є 
необхідним для олігомеризації ферменту, що є 
необхідною умовою його високої ферментативної 
активності. 

Показана необхідність цього мікроелементу для 
нормального функціонування наступного ферменту 
цієї системи метаболізації етанолу — АлДГ, в складі 
активного центра якої виявлено два атоми цинку. 


Окрім безпосереднього впливу на структуру 

ензимів, цинк може проявляти і опосередкований 
вплив на їх функціонування. Так, у попередніх 
роботах нами було показано зниження 
прооксидантного статусу клітин за його введення за 
умов хронічної алкогольної інтоксикації [15]. Це може 
призводити до зниження рівня окисних модифікацій 
білків та слугувати однією з причин встановлених 
нами змін активності досліджуваних ферментів. 
Нами показано, що формування алкогольної 
залежності супроводжується дефіцитом цинку, що 
узгоджується з зниженням активності АДГ та АЛДГ, 
тоді як встановлене нами накопичення цього 
мікроелементу за умов введення досліджуваної 
сполуки супроводжується зростанням активності 
ензиму, що може слугувати доказом на користь 
можливої протекторної дії досліджуваного засобу. 


ВИСНОВКИ 


У щурів з сформованою алкогольною залежністю 
спостерігається дефіцит цинку у сироватці крові, що 
супроводжується зниженням активності АДГ та АЛДГ 
у клітинах печінки. Введення оцтовокислого цинку за 
умов цієї патології приводить не лише до ліквідації 
дефіциту цього мікроелементу, а і до подальшого 
накопичення цинку у сироватці крові. Водночас 
спостерігається підвищення активності 
алкогольдегідрогеназної системи катаболізму етанолу 
у печінці, що дає підстави для подальших досліджень 
оцтовокислого цинку як потенційного лікувального 
засобу за умов хронічного алкоголізму. 
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ВЛИЯНИЕ УКСУСНОКИСЛОГО ЦИНКА НА АКТИВНОСТЬ АЛКОГОЛЬ- И АЛЬДЕГИДДЕГИДРОГЕНАЗЫ 
ПЕЧЕНИ КРЫС С ХРОНИЧЕСКОЙ АЛКОГОЛЬНОЙ ЗАВИСИМОСТЬЮ 


Чайка B.A., Харченко O.H., Богун Л.И., Остапченко Л.И. 
Резюме: алкогольная зависимость сопровождается снижением активности основных ферментов метаболизма этанола — 
алкоголь- и альдегиддегидрогеназы клеток печени. Введение уксуснокислого цинка приводило к нормализации дефицита 


цинка, который развивался на фоне алкогольной зависимости, с его дальнейшим накоплением в сыворотке крови и росту 
активности исследуемых ферментов. 


Ключевые слова: этанол, уксуснокислый цинк, сыворотка, гепатоциты, АДГ, АлДГ, алкогольная зависимость. 


ACETIC ZINC INFLUENCE ON ALCOHOL- AND ALDEHYDE DEHYDROGENASE ACTIVITY IN LIVER OF RAT 
WITH ALCOHOLIC DEPENDENCE 


Chayka V.O., Kharchenko O.I, Bogun L.I., Ostapchenko L.I. 


Alcoholic dependence is accompanied by decrease in activity of the basic ethanol metabolism enzymes - alcohol/aldehyde 
dehydrogenase. Acetic zink influence led to normalisation of zinc deficiency, which developed against alcoholic dependence, with 
its further accumulation in whey of blood and to increase of investigated enzymes activity. 


Key words: ethanol, acetic zinc, whey, liver, alcohol dehydrogenase, aldehyde dehydrogenase, alcoholic dependence. 
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Досліджували взаємозв'язок вихідних (фонових) значень спектральної потужності ЕЕГ людини та змін цього показника при 
виконанні функціональних проб з різним рівнем інформаційної насиченості (усний арифметичний рахунок, 
запам'ятовування слів, сприйняття олфактивного подразника, виконання простої аудіомоторної реакції, часткова сенсорна 
депривація). Було виявлено, що зростання складності завдання супроводжується зменшенням кількості кореляційних 
зв'язків між досліджуваними параметрами. Отримані дані обговорюються з точки зору електроенцефалографічного 


субстрату організації функціонального стану головного мозку людини. 


Ключові слова: електроенцефалограма, головний мозок, функціональний стан, інформаційна насиченість. 


ВСТУП 


Проблема дослідження функціональних станів 
людини € однією 3 ключових у сучасній 
психофізіології. Під функціональним станом (ФС) 
розуміють стан організму, на фоні якого відбувається 
або може відбуватися певна діяльність [1]. При цьому, 
саме ФС визначає характер перетікання цієї 
діяльності та її ефективність. Відомо, що ЕЕГ є 
інтегративною характеристикою функціонування ГМ, 
тобто відображає активність багатьох нейрональних 
груп, і це має прояв у фоновій електричній активності. 
У численних роботах показано взаємозв'язок змін 
функціонального стану головного мозку (ГМ) із 
змінами показників електроенцефалограми (ЕЕГ) 
людини. Як правило, перехід від стану спокою 
(пасивного неспання) до виконання певної діяльності 
супроводжується десинхронізацією ЕЕГ, яка 
розглядається як ознака активації неспецифічних 
систем ГМ. Результати багатьох досліджень призвели 
до формування уявлення стосовно неоднорідності 
реакцій ГМ на навантаження різної природи. Так, до 
факторів, які визначають конкретний характер 
перебудов електричної активності ГМ належать тип 
та складність завдання, індивідуальні особливості 
людини, тощо. Одним з таких факторів є поточний 
рівень активації (РА) ГМ, який має дві складові. Одна 
з них - індивідуально-типологічний РА, тобто той, у 
якому людина перебуває більшу частину часу, 
здебільшого генетично детермінований. Інший же - 
реактивний PA, пов'язаний i3 короткочасними 
флуктуаціями ФС [2] Перебудови НЕГ під час 


виконання певних завдань відображають зміни РА 
певних структур ГМ, фізіологічним змістом яких € 
приведення їх РА до оптимального, необхідного для 
ефективного перебігу діяльності. У зв'язку із цим 
виникає проблема пошуку електроенцефалографічних 
маркерів ФС (або ж поточного РА). При цьому, 
частина дослідників приділяє основну увагу тим 
спектральним компонентам, які є домінуючими у 
стані спокою, та зникають або істотно зменшуються 
при переході до активації. Традиційно у якості "ритму 
спокою" розглядають коливання о-діапазону [1,2], 
який під час активації заміщується на більш низько- 
або високочастотні коливання (0, D). B той же час, 
вважається встановленим, що а-діапазон ЕЕГ є 
неоднорідним за функціональним значенням [2]. 
Окрім цього, активація при виконанні певних типів 
завдань може супроводжуватися не зростанням, а 
зменшенням вираженості коливань "ритму активації" 
- В-діапазону [3]. 

Безперечно, у певних параметрах ЕЕГ має 
відображення поточний (типологічний + реактивний) 
РА. Виконання завдань різного типу та рівня 
складності для ефективного їх вирішення вимагає від 
індивіда досягнення певного (конкретного для 
кожного типу завдань) РА. Таким чином, оцінюючи 
реактивні зміни ЕЕГ при переході до діяльності, ми 
реєструємо різницю між "бажаним", "необхідним" 
рівнем активації ГМ 1 поточним, фоновим РА. 
Відповідно до цього, вихідний рівень активації (який 
має прояв у параметрах фонової ЕЕГ) може визначати 
напрямок 1 характер змін ЕЕГ при переході до 
діяльності. З іншого боку, характер реактивних змін 
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ЕЕГ залежить i від типу діяльності, її змістовного 
наповнення (якості) та складності (кількості). 
Виходячи з цього, нами було вирішено провести 
дослідження взаємозв'язку показників фонової EET та 
реактивних змін НЕГ при виконанні завдань з різним 
ступенем інформаційної насиченості. 


МАТЕРІАЛИ І МЕТОДИ 


Для вирішення поставленої задачі нами було 
проведено аналіз раніше проведених чотирьох серій 
експериментів. У кожній з них реєстрували фонову 
ЕЕГ та ЕЕГ під час виконання різних завдань, які 
різнилися за | інформаційною насиченістю та 
активаційним компонентом. 

Під час реєстрації ЕЕГ обстежувані знаходились в 
спеціально обладнаній камері (затемненій, 
екранованій та  звукоізольованій) в зручному, 
напівлежачому положенні із заплющеними очима. 
Перед початком запису електроенцефалограми 
учасники отримували інструкцію стосовно поведінки 
у експерименті. Після проходження 2-3 хвилин для 
адаптації починали експериментальну процедуру, яка 
буде описана нижче. 

Запис та первинний аналіз ЕЕГ проводили на базі 
електроенцефалографічного комплексу ЕЕС-165 
(MEDICOR, Угорщина) – IBM РС АТ від 
симетричних лобних (Fpl, Fp2), тім'яних (P3, РА), 
потиличних (O1, O2) та скроневих (Т3, T4) відведень 
за міжнародною схемою 10-20%. В якості 
референтного використовувався об'єднаний вушний 
електрод. Міжелектродний опір був меншим за 5 кОм. 
Полоса зрізання фільтру високих частот становила 
30 Гц, постійна часу - 0.3 с. Частота дискретизації 
аналогового сигналу дорівнювала 100 Гц. В усіх 
серіях експериментів ЕЕГ записувалась у вигляді 
15 секундних реалізацій. Аналізу підлягали 
безартефактні реалізації. Для математичного аналізу 
ЕЕГ використовували спеціально розроблену 
програму на основі швидкого перетворення Фур'є. 
Епоха аналізу становила 5,12 сек, епоха усереднення — 
0,64 сек. Обчислювали спектральну потужність (СП) 
семи частотних діапазонів: 01 - 4,0-6,0 Гц; 02 - 6,0-7,5 
Гц; al - 7,5-9,5 Гц; a2 - 9,5-11,0 Гц; a3 - 11,0-13,0 
Гц; pl - 13,0-20,0 Гц; B2 — 20,0-25,0 Гц. Параметри, 
обчислені по різним пробам, що належали до одного 
функціонального стану (спокій перед виконанням 
завдання, виконання завдання), усереднювали. Зміни 
EET під час виконання експериментального завдання 
обчислювали за формулою: A = (Езавдання = Ефон)/ Epon 
де E завдання показники ЕЕГ під час виконання 
завдання, E фон — показники фонової ЕЕГ. Отримані 
таким чином показники ЕЕГ піддавалися 
кореляційному аналізу за допомогою коефіцієнта 
рангової кореляції Спірмена, реалізованому у 
програмі Statgraphics Centurion ХУ (StatPoint, Inc.). 
Корелювали значення СП перелічених вище 
частотних діапазонів фонової ЕЕГ кожного з 8 
відведень із змінами СП будь-якого діапазона у будь- 


якому відведенні. Таким чином, для показника СП 
одного діапазона у одному відведенні отримували 56 
значень коефіцієнта кореляції (КК). Загальна кількість 
аналізованих у одній серії експериментів КК 
становила 56, тобто 3136. Розглядалися тільки 
значущі (р « 0.05) КК, які за абсолютною величиною 
дорівнювали або були більше 0.3. Порівняння СП ЕЕГ 
стану спокою та під час виконання проб проводилося 
із використанням критерію знакових рангових сум 
Вілкоксона для залежних вибірок, реалізованому нами 


Ha у пакеті MS Excel 2003 з використанням 
середовища | програмування Visual Basic for 
Applications. 

Аналізувалися експерименти, проведені 3a 


наступними схемами. 

Проста аудіомоторна реакція (ПАР). Під час цієї 
серії експериментів учасники повинні були якомога 
швидше відреагувати на звуковий сигнал натисканням 
кнопки. В якості сигналу використовували звуковий 
тон (1000 Гц, 60 Дб), інтервали між стимулами 
становили 3 + 1 с. Виконання завдання тривало 5 
хвилин, EET записували 1 раз на хвилину. 

Тест на короткочасну пам'ять (КП) полягав у 
запам'ятовуванні та наступному відтворенні 
вербального стимульного матеріалу. Стимульні 
набори складалися з 10 коротких (1-3 склади), 
неасоційованих та неримованих між собою слів. Для 
стандартизації стимульного матеріалу, він був 
начитаний розмірним,  неемоційним чоловічим 
голосом та записаний для подальшого відтворення. 
Швидкість запису становила 1 слово на 2 секунди, 
таким чином, прослуховування одного набору 
тривало 20 секунд. Після утримування слів у пам'яті 
протягом 20 секунд обстежуваний повинен був 
відтворити їх. Аналізували тільки два стани: спокій 
(одна 20-секундна проба) та запам'ятовування слів 
(одна 20-секундна проба). З однією людиною проба 
повторювалася п'ять разів із різними наборами слів. 
Для кожного обстежуваного усереднювали по п'яти 
пробам показники ЕЕГ кожного 1з станів. 

Виконання арифметичного рахунку (АР). 
Учасники повинні були здійснювати усне послідовне 
віднімання двозначного числа від чотиризначного 
протягом трьох хвилин. Рахунок здійснювався 
подумки. ЕЕГ реєстрували кожні півхвилини. 

Сприйняття олфактивного подразника (ОЛФ). 
Обстежуваним пропонувалося сприймати протягом 
трьох хвилин запах рослинних ефірних олій. Більш 
детально з методикою можна ознайомитися у роботі 
[4]. ЕЕГ реєстрували кожні півхвилини. 

Сенсорна депривація (СД). Перед виконанням 
одного із завдань обстежувані знаходилися 11 хвилин 
у експериментальній камері із виключеним світлом в 
очікуванні команди для початку роботи. ЕЕГ 
реєстрували щохвилини. Порівнювалися перші та 
останні три проби, тобто ЕЕГ 1-3 та 9-11 хвилин 
експерименту. Більш детально з результатами цієї 
проби можна ознайомитися у нашій роботі [5]. 


ЗВ'ЯЗОК ФОНОВИХ ТА РЕАКТИВНИХ ЗНАЧЕНЬ СПЕКТРАЛЬНОЇ ПОТУЖНОСТІ ЕЕГ ЛЮДИНИ 87 
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Використані нами експериментальні методики мозок під час виконання завдання. Сенсорна 


можна охарактеризувати таким чином. ПАР вимагає 
від обстежуваного певного рівня уваги для стеження 
за стимулами, проте з часом ступінь залучення 
механізму направленої уваги знижується і людина 
досить швидко переходить у режим автоматизованої 
діяльності. АР не вимагає від індивіда залучення 
систем стеження за сенсорним оточенням 1 пов'язана 
13 | активацією процесів абстрактно-логічного 
мислення. Зауважимо, що виконання цієї проби 
певною мірою пов'язане із залученням вербальних 
механізмів (представлення проміжних чисел 
внутрішньою мовою). Проба на КП супроводжується, 
з одного боку, активацією механізмів сприйняття 
вербальної інформації та, з іншого боку, активацією 
власне механізмів короткочасної пам'яті. Таким 
чином, описані три проби утворюють уявний ряд 
зростання кількості інформації, якою оперує головний 


депривація може розглядатися як модель зниження 
інформаційної насиченості середовища, тобто як 
обернена до попередніх проб. Дещо окремо стоїть 
проба ОЛФ, під час якої відбувається потік сенсорної 
інформації обробляється не стільки неокортексом, як 
у пробах ПАР та КП, скільки у структурах лімбічної 
системи, які мають тісні морфо-функціональні зв'язки 
13 нюховим аналізатором [6]. 


РЕЗУЛЬТАТИ ТА ЇХ ОБГОВОРЕННЯ 


Результати проведеного дослідження показали, 
що в різних експериментальних серіях спостерігалася 
різна кількість значущих кореляційних зв'язків між 
показниками фонової ЕЕГ та змінами EET у пробі. 
Результати наведені y таблиці 1. 


Таблиця 1. 


Розподіл кореляційних зв'язків між параметрами EET у різних серіях експериментів в залежності від 


частотних діапазонів 


проба СД АР ПАР КП ОЛФ 
Діапазон + - T - + - T - + - 
01 2 7 0 77 0 39 17 1 0 14 
02 0 18 0 91 0 169 8 1 0 25 
al 0 25 0 87 0 314 36 0 0 17 
a2 0 9 0 54 0 209 48 0 0 1 
a3 0 39 0 5 0 26 0 6 0 75 
ВІ 0 46 0 7 0 9 0 35 0 7 
В2 0 44 3 0 6 0 0 25 0 15 
загальна кількість 190 324 772 177 154 
Примітка: "+" - кількість позитивних КК, "—" - кількість негативних KK 


Такі результати дозволяють зробити висновок, що 
реактивні перебудови ЕЕГ виявилися в більшому 
ступені пов'язаними із параметрами фонової ЕЕГ у 
пробі ПАР. Слід звернути увагу, що за ступенем 
інформаційної насиченості три проби утворюють ряд 
КП > AP > ПАР, тоді як за загальною кількістю KK 
закономірність є оберненою: КП < АР < ПАР. Отже, 
зростання інформаційної насиченості завдання 
супроводжується зменшенням залежності реактивних 
змін параметрів ЕЕГ від їх вихідних значень, тобто 
від вихідного рівня активації ГМ. 

Наступним питанням було те, чи однаковою є 
кількість взаємозв'язків змін ЕЕГ із СП різних частот. 
Як можна бачити з таблиці 4.2 , в усіх аналізованих 
пробах зміни  EEI нерівномірно пов'язані 13 
вихідними потужностями різних частотних діапазонів 
ЕЕГ, причому закономірності цієї залежності € 
різними у різних пробах. 

Виконання ПАР 

Найбільшу кількість значущих кореляційних 
зв'язків було зареєстровано із вихідною СП al- 
діапазону. Так, їх було 314, що становить 70 96 від 


максимально можливого числа КК. Дещо менша 
кількість КК було зареєстровано для СП суміжних 
діапазонів — 02 та 02. Сумарна кількість KK СП цих 
трьох діапазонів становила 90% від усього числа 
зареєстрованих КК. Таким чином, потужність саме 
цього частотного діапазона (6-10 Гц) в стані спокою 
робить найбільший внесок в загальну варіабельність 
реактивних змін EET під час виконання проби ПАР. 
Для того, щоб інтерпретувати наявні кореляційні 
зв'язки, необхідно врахувати напрямок змін 
параметрів ЕЕГ. Частково ці результати опубліковані 
у наших попередніх роботах [5, 7, 8], проте для 
кращого розуміння описаних залежностей наведемо їх 
у даній роботі. Порівняння СП ЕЕГ у стані спокою та 
під час виконання ПАР виявило значуще зростання 
СП а3- ra В-діапазонів ЕЕГ у багатьох відведеннях 
(рис. 1). 

Змін СП низькочастотних діапазонів EET, за 
виключенням зростання СП 01-діапазону у правому 
потиличному відведенні, не спостерігалося. Виходячи 
з цього, негативні кореляційні зв'язки свідчать про 
переважне зниження СП ЕЕГ у осіб із високими 
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вихідними їх значеннями, та переважне підвищення 
СП ЕЕГ у осіб з низькими вихідними значеннями. 
Аналіз кількості КК із змінами СП різних діапазонів 
ЕЕГ виявив, що вихідний рівень СП al i a2- 
діапазонів корелював із змінами СП усіх частотних 
діапазонів. Дещо більша кількість КК спостерігалася у 
парах "вихідна СП al - зміни СП a1" та "вихідна СП 
a2 - зміни СП o2". Інші закономірності були 


пов'язані із СП  0-діапазонів. Так, напрямок 
al 
A 

й 363 | | 
A 

B 30 | | 
A 

й 30 | | 
A 

й 26 | | 

ОЛФ |= -| |= =) |- =) 

| -— — } \ -— КЕ | | — — І 


Рис. 1. Топокарти змін СП ЕНГ у різних експериментальних пробах. 


"+" - зростання показника, "—" - зниження показника 


"Арифметичний рахунок" 

У дослідах з пробою АР було виявлено подібні 
закономірності зв'язку вихідного стану та реактивних 
змін ЕЕГ, Так, найбільша кількість значущих КК була 
зареєстрована для вихідної СП 0-, al-, а2-діапазонів 
(табл. 1). Як 1 у пробі ПАР, такі зв'язки були 
негативними. На відміну від ПАР, вихідний рівень СП 
0-діапазонів корелював переважно 13 змінами не 03-, а 
01- 1 02-діапазонів. Подібно до проби ПАР, вихідні 
потужності al- i 02-діапазонів були пов'язані 13 
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кореляційних співвідношень був негативним, проте, 
найбільша кількість КК була зареєстрована для пар 
"вихідна СП 01 - зміни СП a3" і "вихідна СП 02 - 
зміни СП a3", тобто вихідна потужність 0-діапазону 
обумовлювала не стільки ступінь змін цього ж 
діапазону, скільки "відставленого" по шкалі частот 
о3-діапазону. Окремо слід відмітити невелику 
кількість позитивних КК 1з вихідною СП В2-діапазона 
(табл. 1). 


a3 ВІ В2 
A A A 

= | ) ( ) ( ) 
A A A A 

| ) ( ) | ) 
LN A A A 

( ) ( ) ( ) 
A A CN CN 

( ) ( ) ( ) 
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змінами СП цих же діапазонів. Цікаво, що не 
спостерігалося жодного кореляційного зв'язку СП al 
ЕЕГ спокою із змінами СП a3 та В2-діапазону. Було 
зареєстровано мало позитивних КК, і всі вони 
стосувалися вихідної СП В2-діапазону, як i у пробі 
ПАР. 

Зауважимо, що подібність кореляційних зв'язків 
показників ФС спокою із реактивними змінами ЕНГ у 
пробах АР та ПАР супроводжується і певною 
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подібністю патернів змін ЕЕГ при переході до 
діяльності (рис. 1). 

"Короткочасна пам'ять" 

Закономірності організації досліджуваних 
кореляційних зв'язків у пробі КП мали ряд відмін від 
попередніх проб. Так, їх загальна кількість була дещо 
меншою (табл. 1). КК із СП низькочастотних (0, al, 
02) діапазонів ЕЕГ, на відміну від проб ПАР i AP, 
були не негативними, а позитивними, що вказує на 
обернений характер зв'язку. Причому, більшість цих 
КК спостерігалися із змінами СП а3-діапазону (71 з 
111, 64 96). Слід зазначити, що а3-діапазон - єдиний, 
СП якого на зазнавала змін при запам'ятовуванні слів 
у цій пробі (рис. 1). Отже, обстежуваних можна 
поділити на дві групи. У індивідів з вихідними 
високими значеннями СП 4-10 Гц (0, al, a2) 
спостерігалося зростання СП ад3-діапазону, натомість 
у індивідів із низькою СП вказаного діапазону 
спостерігалося його зниження. Зауважимо, що висока 
потужність о-діапазону, особливо смуги 8-10 Гц, 
розглядається як ознака низького рівня активації ГМ. 
З іншого боку, показано, що висока продуктивність 
пам'яті корелює з десинхронізацією високочастотної 
складової а-діапазону [9]. Результати проведеного 
нами аналізу показали, що вихідний високий рівень 
активації ГМ супроводжуеться більшою 
десинхронізацією  (3-діапазону, яка може бути 
ознакою ефективного функціонування механізмів 
пам'яті. 

Іншим моментом, який відрізняє кореляційні 
закономірності змін ЕЕГ у пробі KII від проб ПАР i 
АР, є порівняно велика кількість КК із вихідним 
рівнем СП В-діапазону (див. табл. 1). Загалом їх було 
зареєстровано 60 (34 96), всі вони були негативними 1 
здебільшого стосувалися змін СП В-діапазону (29 з 60 
КК, 48 90). Високочастотні коливання розглядаються 
як ознака активації ГМ, пов'язана із інформаційними 
процесами. Таким чином, зважаючи на характер змін 
СП В-діапазону у цій пробі, можна зробити висновок, 
що у людей із вихідним низьким РА ГМ відбувалося 
зниження СП В-діапазону, що може бути ознакою 


неефективності процесів обробки інформації (i, 
відповідно, меншої ефективності діяльності). 
Натомість, у людей із високими вихідними 


значеннями СП В-діапазону такого не відбувалося. 
Слід відмітити те, що незважаючи на потужну 
депресію низькочастотних компонентів ЕЕГ у пробі 
КП, якої не спостерігалося у пробах ПАР та АР 
(рис. 1), кореляцій змін СП цих діапазонів (0, al, а2) 
13 параметрами вихідного стану спостерігалося 
порівняно мало (41 з 177, 23 %). Це може бути 
поясненим тим, що запам'ятовування неасоційованого 
набору слів є досить складним завданням і вимагало 
від обстежуваних суттєвої неспецифічної активації, 
рівень якої не залежав від вихідного стану. Натомість 
у менш складних пробах (ПАР як автоматизована 
сенсомоторна діяльність та АР як близька до 
автоматизації інтелектуальна діяльність) 
обстежуваним для виконання завдання потрібно було 


досягнути меншого РА, і вихідний РА мав більший 
внесок у формування ФС ГМ. 

Часткова сенсорна депривація 

Як зазначалося вище, проба СД може 
розглядатися як діяльність із "негативною 
інформаційною насиченістю", що неодмінно повинно 
обумовити специфіку перебудови електричної 
активності ГМ. Як можна бачити, напрямок змін СП 
різних діапазонів був подібним до проби КП (рис. 1), 1 
полягав у загальному зниженні потужності коливань 
6-25 Гц. Проте, характер досліджуваних кореляційних 
зв'язків істотно відрізнявся від описаних вище проб. 
Так, переважна більшість КК були негативними (138 з 
190), а максимальна кількість (129 з 190, 68 %) ix 
припадала на СП коливань з частотою 11-25 Гц (табл. 
1). При цьому 87 з цих 129 КК (46 % від загального 
числа) характеризували взаємозв'язок вихідних 
значень СП o3- , B1- , В2-діапазонів із змінами СП цих 
же діапазонів. Таким чином, зареєстроване у пробі 
зниження СП смуги 11-25 Гц (рис. 1) відбувалося 
переважно у обстежуваних із більшими вихідними 
значеннями СП цих діапазонів. Зазначимо, що 
коливання цих частот розглядаються як ознака 
коркової активації. Таким чином, у обстежуваних 13 
вихідним високим РА при частковій сенсорній 
депривації спостерігалося більш виражене зниження 
РА, наголосимо, за показниками високочастотної 
області спектра ЕЕГ, яка розглядається як ознака 
активації, пов'язаної із інформаційними процесами, а 
отже - € проявом заспокоєння людини в умовах 
відсутності зовнішніх стимулів. 

Певна кількість значущих кореляційних зв'язків 
(43 з 190, 23 9$) спостерігалася також між вихідними 
рівнями коливань 02- та с.1-діапазонів та змінами СП 
0- 1 В-діапазонів (табл. 1). Жодних зв'язків із змінами 
СП а-дапазону не спостерігалося. Зважаючи на 
напрямок змін ЕНГ (рис. 1) та негативний знак КК, 
можна зробити висновок, що більші значення СП 02 1 
al (менший рівень активації ГМ) були пов'язані 13 
зниженням потужності Ө- і В-діапазонів. Той факт, що 
зниження СП  В-діапазонів мало найбільше 
кореляційних зв'язків із вихідною СП al-, a3- i р- 
діапазонів, досить складно пояснити, адже більша 
потужність високочастотних компонентів ЕЕГ є 
свідченням активації ГМ, натомість, тоді як більша 
потужність CII низькочастотних діапазонів 
розглядається як ознака низького РА ГМ. Про 
неоднозначність інтерпретації рівня В-коливань 3 
точки зору їх взаємозв'язку з РА ГМ свідчать і інші 
дослідження. Так, активація, пов'язана із здійсненням 
уявних, внутрішньомозкових операцій, 
супроводжується одночасним зниженням рівня 
коливань 0-, a- 1 В-діапазонів [1, 3], які відносяться 
авторами [3] до фактору "загальної активації 
головного мозку". Натомість, активація, пов'язана із 
зовнішньою сенсорною чи моторною діяльністю, 
супроводжується зростанням індексу В-хвиль [3]. При 
цьому також відбувається зниження коливань, Які 
входять до фактору загальної активації. Отже, 
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ймовірно, різнонаправленість кореляційних зв'язків у 
пробі СД пояснюється неоднорідністю змін різних 
компонентів ЕЕГ, які по-різному пов'язані 13 
зниженням РА ГМ при обмеженні кількості сенсорної 
інформації. 

Сприйняття олфактивних подразників 

Остання аналізована нами проба пов'язана із 
залученням механізмів сприйняття та аналізу 
сенсорної інформації, проте, на відміну від зорової та 
слухової модальності, олфактивн образи менш 
вербалізовані. Було виявлено, що максимальна 
кількість зареєстрованих КК (75 з 154, 49 %, табл. 1) 
стосувалися вихідного рівня СП о3-діапазону, чого не 
спостерігалося у інших пробах. Усі ці КК були 
негативними 1 максимальна кількість (21 з 75, 33 %) 
стосувалася змін СП о2-діапазону. Депресію a2- 
діапазона найчастіше пов'язують з активацією 
неспецифічної  ретикуло-таламічної системи [1]. 
Натомість, високий рівень СП o3 пов'язують 13 
функціональним виключенням системи семантичної 
пам'яті [9]. Топографічний аналіз зареєстрованих KK 
виявив, що майже половина з них (34 з 75, 45 94) 
стосувалися вихідної потужності o3 у тім'яних 
областях, які є зоною міжмодальної інтеграції. Отже, 
наші результати дозволяють зробити припущення, що 
у обстежуваних із більш високим рівнем 
функціонування механізмів семантичної пам'яті (що 
проявляється у низькій потужності 03-діапазона) B 
більшому ступені відбувається актуалізація пам'ятних 
слідів, пов'язаних із олфактивними чинниками. При 
цьому, у ГМ переважають асоціативні процеси, тобто 
внутрішні з точки зору джерела інформації. Можливо, 
запах, який відчуває людина, служить в більшій мірі 
пусковим стимулом для процесу актуалізації енграм. 
А відомо, що така "внутрішня" активація ГМ в 
меншій мірі супроводжується депресією 
низькочастотних компонентів ЕНГ [3, 10]. На відміну 
від цього, у випадку меншої активності механізмів 
семантичної пам'яті, на першому місці виявляються 


не вторинні, внутрішні асоціативні процеси, а 
безпосередній аналіз зовнішньої сенсорної 
інформації, який закономірно супроводжується 


депресією низькочастотних компонентів ЕЕГ [76]. 
Зрозуміло, таке припущення потребує детальної 
експериментальної перевірки. Цікаво відмітити певну 
"комплементарність" результатів аналізу КК у пробах 
ОЛФ i КП. Якщо у пробі КП вихідний рівень 
низькочастотних складових ЕЕГ, в першу чергу СП 
Q2, обумовлював характер змін пов'язаного 13 
функціонуванням механізму пам'яті СП o3, то у пробі 
ОЛФ навпаки - вихідний стан функції пам'яті (СП 
a3) обумовлював характер змін всіх СП всіх 
діапазонів ЕЕГ, в першу чергу 02. 


ВИСНОВКИ 
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кореляційних зв'язків, слід звернути увагу на ще один 
важливий з нашої точки зору факт. Закономірності, 


характерні для СП o3, або суттєво відмінні від 
закономірностей, характерних для суміжних 
діапазонів (02 та B1), або ж більше подібні до СП pl, 
ніж до СП a2 (табл. 2). Так, у пробі КП на долю СП 
a3 припадає всього 6 KK, на відміну від а2 (48 КК) та 
ВІ (35 KK). У пробі ОЛФ, навпаки, для СП a3 було 
зареєстровано максимальну кількість - 75 КК, тоді як 
для СП 02 - 1 KK, для СП В1 — 7 KK. У пробах АР та 
ПАР кореляційні пари з СП а3 разом із СП ВІ ra 2 
відносяться до "мінорної" групи діапазонів - з якими 
мінімальна кількість значущих КК, натомість, у пробі 
СД навпаки - до THX, з якими кількість КК 
максимальна. Подібність a3 до В-діапазону в 
порівнянні з Al Ta Q2 просліджується i при аналізі 
реактивних змін EET (рис. 1). Такі результати можуть 
бути ще одним аргументом на користь доцільності 
поділу а-діапазону на три частотні складові [2, 9]. 
Отже, результати проведеного дослідження 
виявили, що між параметрами фонової ЕЕГ спокою та 
реактивними змінами ЕЕГ існує певний зв'язок, 
ступінь та характер якого залежить від типу 
діяльності людини. Зростання складності завдання 
супроводжується зменшенням кількості кореляційних 
зв'язків між досліджуваними параметрами, що 
розцінюється нами як зменшення впливу вихідного 
функціонального стану ГМ на характер перебудов 
електричної активності при переході до діяльності. 
При цьому, параметрами фонової ЕЕГ, з якими було 
зареєстровано найбільшу кількість значущих КК, є 
СП низькочастотних компонентів (4-10 Гц). Саме ці 
частоти розглядаються нами як корелят 
функціонального стану ГМ. У випадку, якщо 
експериментальна проба була пов'язана з переходом 
не на більш високий РА (проби ПАР, АР, КП), а з 
зниженням РА ГМ (проба СД), показниками, Які 
визначають функціональний стан ГМ, були 
високочастотні компоненти (11-25 Гц). Порівнюючи 
патерни кореляційних зв'язків досліджуваних 
параметрів у трьох пробах із подібними реактивними 
перебудовами ЕЕГ (проби СД, КП, ОЛФ, рис. 1), але 
різною якісно та кількісно інформаційною 
насиченістю, можна бачити, що кількість та напрямок 
взаємозв'язків у них суттєво відрізняється (табл. 1). 
Сукупність отриманих нами даних свідчить, що 
традиційне уявлення про функціональний стан як 
однокомпонентну систему, яка регулюе рівень 
активації ГМ у лінійному континуумі "сон - 
неспання" [1] є не зовсім адекватним. Різні типи 


діяльності залежать від вихідного рівня 
функціонування різних підсистем ГМ. 
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исследование 


СВЯЗЬ ФОНОВЫХ И РЕАКТИВНЫХ ЗНАЧЕНИЙ СПЕКТРАЛЬНОЙ МОЩНОСТИ ЭЭГ ЧЕЛОВЕКА ПРИ 
ОСУЩЕСТВЛЕНИИ ДЕЯТЕЛЬНОСТИ С РАЗНЫМ УРОВНЕМ ИНФОРМАЦИОННОЙ НАСЫЩЕННОСТИ 


Чернинский А. А., Крижановский С. А., Тукаев С В., Пискорская Н. Г., Зима И. Г., Макарчук Н. Е. 


Исследовали взаимосвязь исходных (фоновых) значений спектральной мощности ЭЭГ человека и изменений этого 
показателя при выполнении функциональных проб с разной информационной насыщенностью (устный арифметический 
счёт, запоминание слов, восприятие обонятельного раздражителя, выполнение простой аудиомоторной реакции, частичная 
сенсорная депривация). Показано, что увеличение сложности задания сопровождается уменьшением количества 
корреляционных связей между исследуемыми параметрами. Полученные данные обсуждаются с точки зрения 
электроэнцефалографического субстрата организации функционального состояния головного мозга человека. 


Ключевые слова: электроэнцефалограмма, головной мозг, функциональное состояние, информационная насыщенность. 


RELATIONS BETWEEN HUMAN RESTING AND REACTIVE EEG DURING ACTIVITY WITH DIFFERENT 
INFORMATION RICHNESS 


Cherninskyi A., Kryzhanovskyi S., Tukajev S., Piskorska N., Zyma I., Makarchuk M. 


Relations between human resting EEG spectral power and it's changes during activity with different information richness were 
studied. Arithmetic count, memory test, smelling, simple reaction time test and partial sensory deprivation trials were used. We 
revealed that increasing of task complexity were related to decreasing of the number of correlations between resting and reactive 
EEG parameters. The data obtained are discussed in terms of organization of the functional states of the human brain. 


Key words: EEG, brain, functional state, information richness. 
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Визначено кінетичні параметри амідазної активності фібриногенази із отрути Echis multisquamatis (edu багатолускової). 
Визначено, що фермент має спорідненість до X-X-R-pNa похідних трипептидів - 52302 (H-D-Pro-Phe-Arg-pNa, Km = 
15,1+1,4uM), 52238 (H-D-Phe-Pip-Arg-pNa, Km = 95,0+0,9иМ), 52765 (Z-D-Arg-Gly-Arg-pNa, Km = 27,2+1,7). Найбільша 
специфічність до амідного субстрату калікреїну 52302 свідчить про важливість для гідролізу присутності позитивно 
зарядженого аргініну в РІ положенні та ароматичної амінокислоти фенілаланіну в Р2 положенні. Значення кінетичних 
констант та специфічність фібриногенази із отрути Echis multisquamatis є порівнюваними із такими для інших фібриногеназ 


змійної отрути. 


Ключові слова: фібриногеназа, отрута Echis multisquamatis, серинова протеїназа, кінетика. 


ВСТУП 


Серинові протеїнази привертають увагу дослідників, 
оскільки по-перше - залучені до більшості фізіологічних 
процесів, що відбуваються в організмі, а по-друге - 
вивчення їх функціонування є ключем до розуміння 
регуляції ферментативної активності та залежності 
структури ферменту від його активност [1]. 
Дослідження їх гідролітичної та фізіологічної активності 
показали, що маючи схожу структуру та виявляючи 
загальну групову специфічність до пептидних зв'язків, 
утворених С-групою лізину чи аргініну, вони здатні 
специфічно гідролізувати макромолекулярні субстрати 
[2]. Зокрема, серед серинових протеїназ зміїної отрути 
виявлено такі, що впливають на компоненти системи 
гемостазу: протромбін [3], протеїн С [4], плазміноген [5], 
інші компоненти системи гемостазу [6]. 

Особливим класом серед таких ферментів є 


фібриногенази.  Фібриногенази серинової природи 
гідролізують насамперед В-ланцюг молекули 
фібриногену [7, 8]. Раніше нами було отримано 


серинову В-фібриногеназу із отрути Echis multisquamatis 
та показано її здатність гідролізувати амідні зв'язки, 
утворені С-групою аргініну [9]. Амідні субстрати є 
придатним інструментом для дослідження активного 
центру та характеристики каталітичної активності 
ферментів [10]. Тому метою даної роботи було 
визначення кінетичних параметрів гідролітичної дії 
фібриногенази на X-X-R-pNa похідні трипептидів. 


МАТЕРІАЛИ І МЕТОДИ 


Хромогенні субстрати 52238 (H-D-Phe-Pip-Arg- 
pNA), 52251 (D-Val-Leu-Lys-pNA), 52765 (Z-D-Arg- 
Gly-Arg-pNA), S236  (pyro-Glu-L-Pro-L-Arg-pNA), 


52302  (H-D-Pro-Phe-Arg-pNa) були 
Сһготорепіх. 

Розщеплення хромогенних субстратів вивчали в 
мікропланшетах, у лунки яких послідовно вносили 
0,05 M трис-НСІ буфер pH 7,4 3 0,13 M NaCl, 
хромогенний субстрат у діапазоні концентрацій від 25 
до 160 qM. Реакцію запускали додаванням 
фібриногенази до кінцевої концентрації 0,010 мг/мл (у 
випадку 52302 - до 0,001 мг/мл) при температурі 
25°С. Амідазну активність фібриногенази 
характеризували за швидкістю вивільнення 
паранітроаніліну (pNa), яку детектували при довжині 
хвилі 405 нм за допомогою рідера Multiskan EX [10]. 

Kn реакції розщеплення хромогенних 
субстратів та фібриногену фібриногеназою 
розраховували, визначаючи початкову швидкість 
реакції гідролізу (Vo) для кожної концентрації 
субстрату, 1 будували криві залежності V, від So, Км 
визначали методом лінеаризації графіка y 
координатах Лайнуївера-Берка [11]. 


придбані у 


РЕЗУЛЬТАТИ ТА ЇХ ОБГОВОРЕННЯ 


Нами було проведено порівняння гідролітичної дії 
амідних субстратів з аргініном (52302, 52238, 52765, 
S236) та лізином (52251) y РІ центрі. Графік 
залежності початкової швидкості реакції від 
початкової концентрації субстратів представлено на 
рисунках | та 2. 


КІНЕТИКА ГІДРОЛІЗУ АМІДНИХ СУБСТРАТІВ ФІБРИНОГЕНАЗОЮ З ОТРУТИ ECHIS MULTISQUAMATIS 
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Рис. 1. Гідролітична дія фібриногенази з отрути E. 
multisquamatis на амідні субстрати: 52302, 52238. 
52765 
0,015 
00125 
001 
і 5236 
2 
= 00075 
a 
0,005 
0,0025 32251 
ü 
0 50 100 150 
[S], ЫМ 
Рис. 2. Гідролітична дія фібриногенази з отрути Ё. 


multisquamatis на амідні субстрати: 52765, 5236, 52251. 


Аналіз кінетичних показників, наведений у 
таблиці 1, показав, що окрім субстрату 52302 
(К=15,1 UM, К..=2,17 c!) фібриногеназа проявляє 
високу спорідненість, яку можна оцінити за 
значенням К», до субстрату фактора Ха (52765), хоча 
каталітична константа (Кох) для цього субстрату 
низька. 

Цікавим є порівняння  амідазної активності 
фібриногенази з отрути E. multisquamatis із амідазною 
активністю інших протеїназ зміїної отрути. У таблиці 
2 наведено порівняння кінетичних параметрів 
описуваної фібриногенази (6) 3 іншими 
фібриногеназами (1-5) зі зміїної отрути, для яких було 
проведено достатньо широкі дослідження субстратної 
специфічності. 


Таблиця 1. 
Кінетичні параметри гідролізу амідних субстратів 


фібриногеназою з отрути E. multisquamatis. 


Km uM | Keats © | К/К, 
(uM:c)" 
52238 (H-D-Phe-Pip-Arg-pNa) |95,0+0,9 | 0,617 | 0,0065 
52302 (H-D-Pro-Phe-Arg-pNa)' |15,1+1,4 | 2,17 | 0,15 
S2251(D-Val-Leu-Lys-pNa)' /159,2+1,9 | 0,185 | 0,0012 
52765 (Z-D-Arg-Gly-Arg-pNa)^ |27,2241,7 | 0,067 | 0,0025 
S236 | (pyro-Glu-L-Pro-L-Arg- |80,2+1,0 0,052 | 0,00065 
Na)? 
1 - хромогенний субстрат тромбіну, 2 — хромогенний 
субстрат калікреїну, 3 — хромогенний субстрат плазміну, 4 — 
хромогенний субстрат фактору Ха, 5 - хромогенний 
субстрат протеїну С. 
Таблиця 2. 


Кінетичні параметри гідролізу амідних субстратів 
сериновими протеїназами зі зміїної отрути 


82302 (H-D-Pro-Phe-Arg-pNa) 
Ky» uM ka 

1 27 10,2 

2 53 0,6 

3 50 115 

4 198 1,39 

5 113 0,3 

6 15,1 2,2 
82238 (H-D-Phe-Pip-Arg-pNa) 
K,,, uM Keats c! 

1 46,7 19 

2 196 0,9 

3 H.B. H.B. 

4 197 9,75 

2 265 0,49 

6 95,0 0,6 
82251 (D-Val-Leu-Lys-pNa) 
К, UM [S 

1 399,2 8 

2 E 2 

3 1450 9,7 

4 Н.В. Н.В. 

5 Н.В. Н.В. 

6 159,2 0,185 


серинова протеїназа з отрути Trimerensus jerdonii, В- 
фібриногеназа (15), 


2 — серинова протеїназа з отрути Trimerensus jerdonii, 
тромбін-подібний фермент [15], 

3 — серинова протеїназа з отрути Lachesis muta muta, 
тромбін-подібний фермент [14], 

4 — серинова протеїназа з отрути Agkistrodon acutus, 
фібрин(оген)аза AaV-SP-I [17], 

5 — серинова протеїназа з отрути Agkistrodon acutus, 
фібрин(оген)аза AaV-SP-II [17]. 

6 — серинова протеїназа з отрути Е. multisquamatis, 
фібриногеназа. 


н.в. - показник не визначався. 


Фібриногенази 


shedaoenthesis та 


специфічні 


із отрути 
отрути 


Agkistrodon 


Cerastes 
насамперед до а-ланцюга 


cerastes 
молекули 


фібриногену, володіють найвищою спорідненістю до 


94 


плазмінового субстрату. Однак, плазмін-подібна 
активність щодо амідних субстратів у жодному разі не 
свідчить про плазмін-подібну активність у випадку 
фібриногену. Сайти, за якими такі ферменти 
розщеплюють фібриноген відмінні від плазмінових 
12, 13]. До субстратів з лізином у положенні РІ 
виявляють спорідненість тромбін-подібні ферменти 
зміїної отрути, які також є сериновими протеїназами. 
Однак, тоді як тромбін-подібний фермент із отрути 
Lachesis muta muta гідролізує 52251 (К,-1450 uM, 
Keat=9,7 с), хоча й менше, ніж субстрати з аргініном у 
положенні РІ, тромбін-подібний фермент із отрути 
Trimerensus jerdonii субстрат 52251 гідролізувати не 
здатен [14, 15]. В той же час В-фібриногеназа з отрути 
Trimerensus  jerdonii амідний субстрат плазміну 
гідролізує (Ки, 399 uM, Ко: = 8 c’). 

Як бачимо, спорідненість фібриногенази з отрути 
E. multisquamatis до плазмінового субстрату 52251 
вища, ніж у інших досліджених ферментів зміїної 
отрути, однак кількість обертів реакції, а відповідно й 
константа специфічності Keat/ Km значно нижча. 

Здатність гідролізувати субстрат тромбіну 52238 
мають чи не всі фібриногенази серинової природи. 
Уже згадувана фібриногеназа із отрути Trimerensus 
jerdonii виявляє до 52238 досить високу спорідненість 
(К=46,7 UM, Коас 19 c!) [15]. Серинові протеїнази 
отрути Agkistrodon acutus, специфічні до фібриногену 
та фібрину, мають схож! кінетичні показники 
гідролізу даного субстрату (Ки=197 uM, К.=19,75 c 
Km=265 uM, Kea=0,49 с!) [16]. 

З найбільшою специфічністю фібриногеназа із 
отрути Е. multisquamatis розщеплювала хромогенний 
субстрат калікреїну 52302. Варто відзначити, що 
висока спорідненість саме до цього субстрату 
характерна для більшості фібриногеназ серинової 
природи, за рідкісними винятками [12], хоча 
спостерігається 1 у випадку деяких тромбін-подібних 
ферментів [14]. Активно гідролізують 52302 
фібриногеназа із отрути Trimerensus jerdonii (Ки у-46,7 
uM) [15], Agkistrodon acutus (К.=198 uM, Ky=113 uM) 
[16]. Високу  гідролітичну активність щодо 
низькомолекулярних субстратів калікреїну виявляють 
фібриногенази з отрути Vipera lebetina [19] та 
Agkistrodon halys blomhoffii [18]. Для фібриногеназ із 
отрут Agkistrodon halys blomhoffii та Trimerensus 
jerdonii | також показана кінін-вивільнювальна 
активність (18, 20]. Причина такої високої 
спорідненості фібриногеназ серинової природи до 
калікреїнового субстрату пов'язана із знаходженням 
ароматичної кислоти фенілаланіну в Р2 положенні. 

Вивчення амідазної активності протеїназ дозволяє 
отримати інформацію про їх субстратну 
специфічність та структуру активного центру. Крім 
того, кінетичні параметри амідазної активності 
використовують для стандартизації препаратів 
протеїназ, отриманих 1з різних партій сировини. Хоча 
амідазна активність характерна для всіх серинових 
протеїназ зі зміїної отрути [16]. При цьому чіткого 
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зв'язку між специфічністю до амідних субстратів 1 
біологічною активністю протеїназ не спостерігається. 


ВИСНОВКИ 


У ході досліджень нами було проаналізовано 
гідролітичні властивості фібриногенази із отрути Е. 
multisquamatis. Показана її висока спорідненість до 
амідних субстратів з аргініном у РІ положенні, 
визначено кінетичні параметри амідазних реакцій. 
Порівняння амідазної активності фібриногенази 13 
отрути Е. multisquamatis з амідазною активністю 
серинових протеїназ із інших зміїних отрут показало, 
що значення визначених кінетичних параметрів є 
порівнюваними. 
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KHHETHKA ГИДРОЛИЗА АМИДНЫХ СУБСТРАТОВ ФИБРИНОГЕНАЗОЙ ИЗ ЯДА ECHIS MULTISQUAMATIS 


Черннышенко В.А. 


Определены кинетические параметры амидазной активности фибриногеназы из яда Echis multisquamatis (эфы 
многочешуйчатой). Определено, что фермент проявляет сродство к X-X-R-pNa производным трипептидов - 52302 (H-D- 
Pro-Phe-Arg-pNa, Km = 15,1+1,44M), 52238 (H-D-Phe-Pip-Arg-pNa, Km = 95,0+0,9uM), $2765 (Z-D-Arg-Gly-Arg-pNa, Km = 
27,2+1,7). Наибольшая специфичность к амидному субстрату калликреина 52302 свидетельствует о важности для гидролиза 
присутствия положительно заряженного аргинина в РІ положении и ароматической аминокислоты фенилалалнина в Р2 
положении. Значение кинетических констант и специфичность фибриногеназы сравнимы с такими для других 
фибриногеназ из яда змей. 


Ключевые слова: фибриногеназа, яд Echis multisquamatis, сериновая фибриногеназа, кинетика 


KINETICS OF AMIDE SUBSTRATES HYDROLYSIS BY FIBRINOGENASE FROM ECHIS MULTISQUAMATIS 
VENOM FIBRINOGENASE 


Chernyshenko V.O. 


Kinetic parameters of Echis multisquamatis venom fibrinogenase amidolytic activity were determined. Specificity to X-X-R-pNa 
tripeptide derivates was shown: 52302 (H-D-Pro-Phe-Arg-pNa, Km = 15,1+1,44M), 52238 (H-D-Phe-Pip-Arg-pNa, Km = 
95,0-0,9иМ), 52765 (Z-D-Arg-Gly-Arg-pNa, Km = 27,2+1,7). Enzyme was more specific to kallikrein amide substrate 52302. It 
meant that positively charged arginine in the position P1 and aromatic amino-acid phenilalanine in the position P2 supported 
hydrolysis. The rate of kinetic constants and specificity of Echis multisquamatis venom fibrinogenase are comparable with those for 
other snake venom fibrinogenases. 


Key words: fibrinogenase, venom of Echis multisquamatis, serine protease, kinetics 
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В умовах гострого експерименту на 70-ти білих нелінійних статевозрілих щурах було досліджено вплив мультипробіотика 
«Симбітер" ацидофільний» концентрований (Симбітер) на окисно-антиоксидантний баланс у підшлунковій залозі щурів за 
умов тривалого гіпоацидного стану. За умов тривалого введення інгібітора Н'/К'-АТФази омепразолу спостерігалося 
порушення окисно-антиоксидантного балансу в клітинах підшлункової залози щурів. Підвищувався вміст продуктів 


перекисного окиснення ліпідів Ta змінювалась 


активність 


важливих ензимів антиоксидантного захисту — 


супероксиддисмутази та каталази. Досліджуваний мультипробіотик Симбітер сприяв відновленню окисно-антиоксидантної 


рівноваги у клітинах підшлункової залози щурів. 


. : . ® . v v . . 
Ключові слова: мультипробіотик «Симбітер ацидофільний», окисно-антиоксидантний баланс, підшлункова залоза щурів. 


ВСТУП 


Значне місце серед хвороб травної системи 
займають гіпоацидні стани, які виникають внаслідок 
порушення секреції соляної кислоти парієтальними 
клітинами шлунка. Шлункова гіпохлоргідрія має 
поліетіологічну природу, вона розвивається за умов 
таких захворювань, як атрофічний гастрит, хронічний 
гіпертрофічний  поліаденоматозний гастрит, рак 
шлунка, перніціозна анемія, інфікування H.pylori, 


аутоімунні захворювання (синтез антитіл проти 
парієтальних клітин), довготривале лікування 
препаратами, які гальмують продукування 


(антагоністи Н›-рецептор!в) або транспорт (інгібітори 
протонної помпи) соляної кислоти в шлунку тощо 
[10]. 

Шлункова гіпохлоргідрія призводить до цілої 
низки негативних наслідків у шлунково-кишковому 
тракті: зниження активності ензимів шлункового 
соку, порушення активації пепсиногену 1 
перетворення його на пепсин, погіршення процесів 
розщеплення білків, порушення евакуації їжі зі 
шлунка у дванадцятипалу кишку, розмноження 
патогенної мікрофлори та розвиток дисбіозів [21]. 
Також відомо, що гіпоацидні стани, зумовлені 
довготривалим застосуванням блокаторів протонної 
помпи парієтальних клітин шлунка при лікуванні 
пацієнтів з хронічною езофагальною рефлюксною 
хворобою, є фактором ризику розвитку гострих 
панкреатитів [22]. 

Згідно літературних даних відомо, що в патогенезі 
гострого панкреатиту важливу роль відіграють 
порушення мікроциркуляції у підшлунковій залозі 


[13]. Значні зміни кровообігу у органі спричинюють 
розвиток гіпоксії в тканині, яка призводить до 
активації вільнорадикальних процесів та пригнічення 
антиоксидантного захисту ацинарних клітин [19]. 
Порушення балансу між утворенням активних форм 
кисню (АФК) та їх нейтралізацією антиоксидантною 


системою викликає пошкодження мембранних 
структур панкреоцитів, що створює умови для 
неконтрольованої внутрішньоацинарної активації 


панкреатичних ензимів, яке на ранньому етапі 
захворювання є основним механізмом ушкодження 
підшлункової залози [18]. Таким чином, патогенез 
гострого панкреатиту безпосередньо пов'язаний з 
розвитком окисного стресу у клітинах підшлункової 
залози. В зв'язку з цим, показники процесів 
перекисного окиснення ліпідів (ПОЛ) та 
антиоксидантної системи можуть бути використані в 
якості маркерів оцінки важкості ушкодження 
ацинарних клітин [12]. 

З літературних джерел відомо, що пробіотичні 
препарати ВОЛОДІЮТЬ антиоксидантними 
властивостями [7]. Зважаючи на доведену авторами 
[1] доцільність застосування мультипробіотиків групи 
"Симбітер" y профілактиці структурно- 
функціональних змін в шлунку, що виникають на 
фоні гіпоацидності, та доведених антиоксидантних 
властивостей даних мультипробіотиків [14], важливо 
було дослідити вплив пробіотиків Ha  OKHCHO- 
антиоксидантний стан підшлункової залози в умовах 
тривалої шлункової гіпохлоргідрії. Для корекції 
патологічних змін у клітинах СОШ щурів за умов 
омепразол-індукованого гіпоацидного стану було 
обрано мультипробіотики групи "Симбітер", 
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основною відмінністю яких від 
бактеріотерапевтичних засобів попередніх поколінь є 
наближення його складу до природних 
мікробіоценозів відкритих біологічних систем 
організму людини та тварини, які відрізняються 
полікомпонентністю, широким спектром біологічної 
активності та взаємовигідними (мутуалістичними) 
міжпопуляційними відносинами [9]. 

Тому метою роботи було дослідити вплив 
мультипробіотика «Cuwóirep^ ацидофільний» 
концентрований (Симбітер) на OKHCHO- 
антиоксидантний баланс y підшлунковій залозі щурів 
за умов тривалого гіпоацидного стану. 


МАТЕРІАЛИ І МЕТОДИ 


Дослідження проведені на 70-ти білих нелінійних 


статевозрілих щурах-самцях масою 160-200 г з 
дотриманням загальних етичних принципів 
експериментів на тваринах, ухвалених Першим 


національним конгресом України з біоетики (вересень 
2001 року), інших міжнародних угод та національного 
законодавства у цій галузі. За добу до проведення 
експерименту тварин піддавали харчовій депривації з 
вільним доступом до води. Тварини були поділені на 
чотири групи. У якості контролю використовували 
щурів, яким протягом 28 діб вводили 
внутрішньочеревно 0,2 мл та перорально 0,5 мл води 
для ін'єкцій. Друга група тварин отримувала Симбітер 
(виробництва ТОВ "О.Д. Пролісок") перорально в дозі 
0,14 мл/кг, розчинений у 0,5 мл води для ін'єкцій, 
протягом 28 діб. В третій групі щурів моделювали 
гіпоацидний стан за допомогою внутрішньочеревного 
введення 14 мг/кг омепразолу (Sigma, USA), 1 раз на 
добу протягом 28 діб. Четверта група щурів 


одночасно з введенням омепразолу отримувала 
Симбітер перорально в дозі 0,14 мл/кг, розчинений у 
0,5 мл води для ін'єкцій. 

Визначення біохімічних показників y 
підшлунковій залозі проводили B динаміці на 7, 14, 21 
та 23 добу експерименту. Вміст дієнових кон'югатів 
визначали B  гептан-ізопропанольному екстракті 
спектрофотометричним методом, шиффових основ — 
флуориметричним методом [2, 3]. Вміст TbK- 
активних сполук визначали по реакції 3 
тіобарбітуровою кислотою [6]. Оцінку активності 
супероксиддисмутази проводили з використанням 
нітросинього  тетразолію [8], каталази — за 
зменшенням кількості Н.О» у розчині після інкубації 
за оптимальних умов [4]. Статистичну обробку 
результатів дослідження проводили 
загальноприйнятими методами варіаційної статистики 
[5]. Вірогідність різниці між контрольними та 
дослідними вимірами оцінювали за  t-KpHTepieM 
Ст'юдента. 


РЕЗУЛЬТАТИ ТА ЇХ ОБГОВОРЕННЯ 

Встановлено, що у підшлунковій залозі щурів, 
яким вводили омепразол, вміст дієнових кон'югатів 
збільшувався: на 7-му добу — в 1,8 рази, на 14 добу - в 
3,1 рази, на 21 добу - в 2 рази та на 28 добу - в 3 рази 
по відношенню до контрольних показників. Тваринам, 
яким одночасно 3 омепразолом вводили 
мультипробіотик Симбітер, показано статистично 
значиме зниження рівня дієнових кон'югатів у 
панкреоцитах, а саме: на 7 добу - в 1,7 рази (табл. 1), 
на 14 добу - в 2,8 рази (табл. 2), на 21 добу - в 1,9 
рази (табл. 3) та на 28 добу - в 2,5 рази по 
відношенню до тварин з гіпоацидним станом (табл. 4). 


Таблиця 1. 


Вплив Симбітеру на динаміку окисно-антиоксидантної рівноваги у підшлунковій залозі щурів за умов 7 - ми 
денного введення омепразолу (M+ m) 


Група тварин Контроль Симбітер® Омепразол, Омепразол+ 
7 доба Симбітер®, 

Досліджуваний (п=7) (п=7) (п=7) 7 доба (п=7) 
Параметр 
Дієнові кон’югати, 391,1+24,0 411,6+27,1 698,6+35,9" 404,22=29,1 
нМоль x мг білка" 
ТЬК-активні сполуки, 94,4+7,5 77,73+6,14 217,9+14,9 92,8+7,2 
нМоль х мг білка" 
Шиффові основи, 9,83+0,64 10,2+0,62 13,3+0,79° 10,5+0,5 
ум. од. X мг білка" 
Супероксиддисмутаза, 0,338+0,03 0,332+0,03 0,093+0,007° 0,309+0,025" 
ум.од.ххв XMT білка" 
Каталаза, 5,54+0,32 5,97+0,26 4,6840,29° 6,8140,35" 
нМоль x хв" x мг білка" 


Примітка: *- px0,05 порівняно з контролем; #- px0,05 порівняно з групою тварин, яким вводили омепразол. 


Показано зростання кількості ТБК-активних 
сполук у підшлунковій залозі щурів з шлунковою 
гіпохлоргідрією: на 7-му добу - в 2,3 рази, на 14 добу 
— в 4,7 рази, на21 добу - в 1,7 рази та на 28 добу - в 3 
рази відносно контролю. При сумісному введенні 
тваринам омепразолу та мультипробіотику Симбітер 
вміст ТБК-активних сполук у  панкреоцитах 


зменшувався: на 7-му та 14 добу - в 2,3 рази 
(табл.1,2), на 21 добу - в 1,3 рази (табл. 3) та на 28 
добу - в 1,6 рази (табл. 4) у порівнянні з щурами, яким 
вводили тільки омепразол. 

Зафіксовано статистично значиме збільшення 
рівня шиффових основ у підшлунковій залозі тварин з 
гіпоацидним станом: на 7-му добу - в 1,4 рази, на 141 
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21 добу - в 2,4 рази та на 28 добу - в 2,7 рази у 
порівнянні з контролем. У щурів, яким одночасно з 
омепразолом вводили мультипробіотик Симбітер, 
вміст шиффових основ знижувався: на 7-му добу - в 


1,3 рази (табл. 1), на 14 добу - в 1,8 рази (табл. 2), на 
21 добу - в 2,1 рази (табл. 3) та на 28 добу - в 2,2 рази 
(табл. 4) по відношенню до тварин з шлунковою 
гіпохлоргідрією. 

Таблиця 2. 


Вплив Симбітеру на динаміку окисно-антиоксидантної рівноваги у підшлунковій залозі щурів за умов 14-ти 
денного введення омепразолу (M+ m) 


Група тварин Контроль Симбітер® Омепразол, Омепразол+ 
14 доба Симбітер®, 
Досліджуваний (п=7) (п=7) (п=7) 14 доба (n=7) 
параметр 
Дієнові кон'югати, 391,1-24,0 411,6+27,1 1211,7+72,4° 429,4+36,1 
нМоль x мг білка" 
ТБК-активн! сполуки, 94,4+7,5 77,73+6,14 443,9-25,1 196,6+12,0 
нМоль х мг білка" 
Шиффові основи, 9,83-0,64 10,20,62 23,1+1,6° 12,720,9* 
ум. од. X мг білка"! 
Супероксиддисмутаза, 0,338=0,03 0,332+0,03 0,45940,0287 0,279+0,023"* 
ум. од. X XB X MP білка" 
Каталаза, 5,54+0,32 5,97=0,26 3,32=0,32" 4,76+0,23"* 
нМоль х хв" x мг білка" 
Примітка: *- px0,05 порівняно з контролем; £- px0,05 порівняно з групою тварин, яким вводили омепразол. 
Таблиця 3. 


Вплив Симбітеру на динаміку окисно-антиоксидантної рівноваги у підшлунковій залозі щурів за умов 21-oro 
денного введення омепразолу (M+ m) 


Група тварин Контроль Симбітер® Омепразол, Омепразол+ 
21 доба Симбітер® 

Досліджуваний (n=7) (n=7) (n=7) 21 доба (n=7) 
параметр 
Дієнові кон'югати, 391,1224,0 411,6+27,1 790,7+44,5` 427,7+26,7* 
нМоль х мг білка" 
ТБК-активні сполуки, 94,4+7,5 77,73+6,14` 157,013,8" 123,649,1” 
нМоль x мг білка" 
Шиффов! основи, 9,83+0,64 10,2+0,62 23,9+1,4° 11,6+0,77 ” 
ум. од. X мг білка’ 
Супероксиддисмутаза, 0,338+0,03 0,332+0,03 0,325+0,024 0,298+0,026 
ум. од. X хв" x мг білка" 
Каталаза, 5,54-0,32 5,97-0,26 4,36+0,36" 7,27+0,46"* 
нМоль x XB" x мг Ginka” 


Примітка: *- px0,05 порівняно з контролем; £- px0,05 порівняно з групою тварин, яким вводили омепразол. 


Пошкоджуючій дії АФК протистоїть 
трьохступеневий рівень організації системи 
антиоксидантної протекції: антикисневий, 


антирадикальний та антиперекисний. Антиоксидантна 
система здатна обмежувати процеси ПОЛ на всіх його 
етапах за рахунок узгодженої роботи ферментативних 
та неферментативних механізмів контролю. До 
ферментів першої лінії антиоксидантного захисту 
клітин належать супероксиддисмутаза та каталаза - 
ензими, які функціонують сумісно, своєчасно 
інактивуючи АФК як в нормі, так і при виникненні 
патологічних станів. Супероксиддисмутаза каталізує 
дисмутацію аніон-радикалу кисню в пероксид водню, 
а каталаза здійснює розщеплення пероксиду водню до 
води. Послідовна робота цього ферментативного 
ланцюга антиоксидантної системи забезпечує 
підтримку стаціонарного рівня концентрації вільних 
радикалів.При оцінці антиоксидантної системи у 
підшлунковій залозі щурів з тривалою шлунковою 
гіпохлоргідрією зафіксовані наступні зміни 


активностей  супероксиддисмутази та каталази. 
Встановлено, що в групі щурів, яким упродовж 28-ми 


діб вводили  омепразол,  супероксиддисмутазна 
активність панкреоцитів змінювалась 
різнонаправлено. Так, Ha 7-му добу ii рівень 


знижувався B 3,6 рази, на 14 добу 1 28 добу зростав 
відповідно в 1,4 рази та 1,9 рази відносно контролю, а 
на 21 добу знаходився в межах контрольних значень. 
При сумісному введенні щурам з омепразолом 
мультипробіотика Симбітер активність 
супероксиддисмутази зростала на 7-му добу в 3,3 рази 
(табл. 1), на 14 128 добу зменшувався, відповідно в 
1,7 рази та 2,3 рази (табл. 2,4) та на 21 добу майже не 
змінювався по відношенню до тварин з гіпоацидним 
станом (табл. 3). 

Показано зменшення  каталазної активності 
підшлункової залози у щурів протягом всього періоду 
введення омепразолу: на 7-му добу - в 1,2 рази, на 14 
добу - в 1,7 рази, на 21 та 28 добу - в 1,3 рази у 
порівнянні з контролем. При одночасному введенні 
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тваринам з інгібітором шлункової секреції соляної 
кислоти мультипробіотика Симбітер рівень каталазної 
активності зростав: на 7-му добу - в 1,5 рази (табл. 1), 
на 14 128 добу - в 1,4 рази (табл. 2,4) та на 21 добу — в 
1,7 рази (табл. 3) відносно щурів з шлунковою 
гіпохлоргідрією. 

Зафіксовані зміни активності ензимів 
антирадикального захисту клітин підшлункової залози 
щурів за умов гіпоацидного стану є додатковим 
фактором, що сприяє інтенсифікації процесів ПОЛ. 
Так, продуктом дії супероксиддисмутази є пероксид 
водню, який є джерелом виникнення гідроксильного 


радикалу - найбільш реакційноздатного з активних 
кисневих метаболітів, що утворюються в біологічних 
системах. Він, в свою чергу, посилює процеси 
вільнорадикального окиснення біомолекул, що 
призводить до накопичення токсичних продуктів та 
пошкодження молекул, мембран, тканин, органів i B 
кінцевому рахунку організму в цілому [15]. Оскільки 
активність каталази клітин підшлункової залози 
тварин з шлунковою гіпохлоргідрією була зниженою, 
накопичений пероксид водню додатково сприяв 
посиленню вільнорадикальних процесів y 
панкреоцитах. 

Таблиця 4. 


Вплив Симбітеру на динаміку окисно-антиоксидантної рівноваги у підшлунковій залозі щурів за умов 28-ми 
денного введення омепразолу (M+ m) 


Контроль Симбітер® Омепразол, Омепразол+ 

параметр 28 доба Симбітер®, 
Група тварин (п=7) (п=7) (п=7) 28 доба (n=7) 
Дієнові кон'югати, 391,1224,0 411,6+27,1 1155,1+65,8° 456,5+24,3 ^ 
нМоль х мг білка" 
ТБК-активні сполуки, 94,4+7,5 77,73+6,14° 278,5+19,3° 172,9+16,2°" 
нМоль x мг білка" 
Шиффові основи, 9,83+0,64 10,2+0,62 26,4+1,52° 12,00,86” 
ум. од. X мг білка" 
Супероксиддисмутаза, 0,338=0,03 0,332+0,03 0,647+0,042° 0,283+0,019°" 
ум.од.ххв X MP білка" 
Каталаза, 5,54+0,32 5,97+0,26 4,3340,39" 6,09+0,41 
нМоль x хв" x мгбілка" 


Примітка: *- px0,05 порівняно з контролем; #- px0,05 порівняно з групою тварин, яким вводили омепразол. 


Отримані дані свідчать, що за умов тривалої 
шлункової гіпохлоргідрії у клітинах підшлункової 
залози порушується окисно-антиоксидантна 
рівновага: посилюється продукція АФК, про що 
вказують зміни супероксиддисмутазної 1 каталазної 
активностей та накопичення продуктів ліпідної 
пероксидації. 

Встановлена відновлююча дія мультипробіотика 
Симбітер на показники окисно-антиоксидантного 
балансу у підшлунковій залозі щурів з гіпоацидним 
станом, може пояснюватись наступними фактами. 
Відомо, що пробіотики індукують синтез 
відновленого глутатіона, який є важливим 
компонентом антиоксидантного захисту клітин від 
продуктів вільнорадикального окиснення [17]. 
Бактерії, що входять до складу мультипробіотика 
Симбітер, синтезують антиоксидантні ензими та 
вітаміни, які безпосередньо нейтралізують утворені 
АФК [11]. Наявність у складі досліджуваного 
мультипробіотика таких мікроелементів, як цинк, 
марганець, мідь, що входять до складу активних 
центрів ензимів антиоксидантної системи, сприяє 
більш ефективній роботі антиоксидантного захисту 
клітин. Також відомо, що проботичн! бактерії 
синтезують екстрацеллюлярні полісахариди, які 
здатні знешкоджувати вільні радикали [16]. Таким 
чином, мультипробіотик Симбітер володіє широким 
спектром антиоксидантних властивостей. 


ВИСНОВКИ 


Таким чином, за умов тривалого пригнічення 
секреції соляної кислоти інгібітором Н'-К -АТФази 
омепразолом спостерігається порушення окисно- 
антиоксидантного балансу в клітинах підшлункової 
залози щурів, що проявляється у підвищенні вмісту 
продуктів ПОЛ та зміні активності важливих ензимів 
антиоксидантного захисту - супероксиддисмутази та 
каталази. Встановлені зсуви окисно-антиоксидантної 
рівноваги у бік окисного стресу є підгрунтям для 
розвитку функціональних розладів у підшлунковій 
залозі. Зокрема, зростання вмісту продуктів ПОЛ 
може бути одним із факторів, який бере участь у 
розвитку патологічних змін у підшлунковій залозі 
пацієнтів, що тривалий час приймають блокатори 
протонної помпи для зниження рівня соляної кислоти 
у шлунковому соку. Досліджуваний мультипробіотик 
Симбітер виявляє позитивний вплив на відновлення 
окисно-антиоксидантної рівноваги у клітинах 
підшлункової залози в яких розвивається 
оксидативний стрес. 
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ДЕЙСТВИЕ МУЛЬТИПРОБИОТИКА "СИМБИТЕР Є АЦИДОФИЛЬНЫЙ" КОНЦЕНТРИРОВАННЫЙ НА 
ДИНАМИКУ ОКИСЛИТЕЛЬНО-АНТИОКСИДАНТНОГО БАЛАНСА В ПОДЖЕЛУДОЧНОЙ ЖЕЛЕЗЕ КРЫС 
ПРИ ГИПОАЦИДНОМ СОСТОЯНИИ 


Дворщенко Е.А., Остапченко Л.И., Вакал С.Е., Фалалеева Т.М., Янковский Д.С. 


В условиях острого эксперимента на 70-ти белых нелинейных половозрелых крысах было исследовано влияние 
мультипробиотика «Симбитер ® ацидофильный» концентрированный (Симбитер) на окислительно-антиоксидантный 
баланс в поджелудочной железе крыс в условиях длительного гипоацидного состояния. В условиях длительного введения 
ингибитора Н’/К’-АТФазы омепразола наблюдалось нарушение окислительно-антиоксидантного баланса в клетках 
поджелудочной железы крыс. Повышалось содержание продуктов перекисного окисления липидов и изменялась 
активность важных энзимов антиоксидантной защиты - супероксиддисмутазы и каталазы. Исследуемый мультипробиотик 
Симбитер способствовал восстановлению окислительно-антиоксидантного равновесия в клетках поджелудочной железы 
крыс. 


Ключевые слова: мультипробиотик «Симбитер ® ацидофильный», окислительно-антиоксидантный баланс, поджелудочная 
железа крыс. 


THE ACTION MULTIPROBIOTIC «SYMBITER ® ACIDOPHILIC» CONCENTRATED ON THE DYNAMICS ОЕ 
OXIDATIVE-ANTIOXIDATIVE BALANCE IN RAT PANCREAS UPON HYPOACIDITY 


Dvorshchenko K.O., Ostapchenko L.I., Vakal S.E., Falalyeyeva T.M., Yankovsky D.S. 


In acute experiment conditions on 70 nonlinear white rats it was studied the influence of multiprobiotic *Symbiter" acidophilic" 
concentrated (Symbiter) on oxidative-antioxidative balance in rat pancreas upon longterm hypoacidity. It was shown the disturbance 
of oxidative-antioxidative balance in rat pancreas cells upon prolonged injection of H'/K -ATPase blocker omeprazole. The level of 
lipid peroxodation products increased and the activity of important antioxidant enzymes — superoxide dismutase and catalase 
changed. Studied multyprobiotic Symbiter reveals positive effect on recovery oxidative-antioxidative balance in the cells of rat 
pancreas. 


Key words: multiprobiotics "Symbiter ® acidophilus" oxidation-antioxidant balance, the pancreas of rats. 
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To investigate the influence of EGF and Herceptin on the electrokinetic potential and surface charge of cancer cells MCF-7. MCF-7 
spheroids generation was conducted. After 72 h-incubation with EGF and Herceptin there were measured electrokinetic potential and 
surface charge density of two sub-populations of MCF-7 cells — spheroids and single cells fractions. Adhesion was determined by 
staining the cells with crystal violet. It was found that electrokinetic potential in single cells fraction higher than in spheroids. Under 
the influence of ЕСЕ and Herceptin C-potential and surface charge in MCF-7 cells were reduced, compared with control. In control 
the surface charge value of cells had single-modal distribution for both cells sub-fractions. But EGF and Herceptin action caused 
three-modal distribution in spheroids fraction and on the single cells accordingly. Changes in adhesive characteristics of MCF-7 cells 
under the influence of EGF and Herceptin had opposite direction — increase of adhesive potential in both sub-fractions of cells was 


shown compared with control. 


Key words: MCF-7, multicellular tumor spheroids (MTS), ¢-potential, surface charge density, EGF, Herceptin. 


INTRODUCTION 


In our days investigation of the mechanisms 
associated with tumor cell migration is regarded as an 
important area of antitumor therapy, since cancer 
progression is mediated by the level of metastasis in most 
cases [1, 2]. It is known that in a high density of cells and 
deficiency of nutrients in the microenvironment, contact 
inhibition of cell motility, inhibition of cell proliferation 
by switching the majority of cells in the proliferative state 
of calm are characteristic of normal cells [3-5]. At the 
same time, the strength of intercellular communication 
between tumor cells is reduced. 

This is supported by the high negative charge (C- 
potential) of tumor cells, lack of calcium in the 
intercellular contact, reducing the number of desmosomes, 
causing the cells acquire typical locomotor phenotype. 
Metastatic potential of tumor cells correlates with their 
ability to substrate-independent growth and with low 
adhesive properties. It is shown that the level of adhesion 
molecules expression in tumor cells and their mobility 
degree are in reverse correlation [4, 6, 7]. 

It is known that one of the fast cell reactions in 
response to receptor binding with specific ligands is 
alkalization of intracellular environment by extrusion of 
H' ions into the cell and influx of Na', which are 
important signaling molecules. Their ion channels are 
expressed on different types both normal and tumor cells 
[2, 7]. Activated Ма" channels are involved in a number of 
cellular functions: proliferation, enzyme activity, 
secretion, excitability, intercellular interactions, etc. They 


also significantly affect the surface charge of cells caused 
by binding of endogenous factors. This in turn affects the 
value of electrokinetic potential (G-potential) of cells. As a 
result, linear velocity of cells in electric field at constant 
pH, ionic strength and temperature of solution dispersion 
system, is changing. 

Earlier, we established and characterized model of 
multicellular tumor spheroids (MTS), based on MCF-7 
cells [8], which explore different aspects of tumor cells in 
the initial phase of tumor micro-aggregate formation, 
including survival, proliferation and adhesive properties 
of cells. According to the literature MCF-7 cells have high 
oncogenous and invasive potentials and capable of giving 
malignancies at subinoculation to nude mouse [8, 9]. 

Breast cancers are accompanied by electrical 
depolarisation of tumour epithelial cells. Electric-field- 
enhanced directional migration correlates well with the 
level of EGF receptor (EGFR/ErbB1) expression [11, 12]. 
Results of authors group suggest that electric signals 
might play a role in metastasis of breast cancers by 
enhancing of cell migration through the ErbB-signalling 
pathway [5]. EGF activation causes formation of various 
Erb family members homodymers and heterodymes on 
tumor cells, that leads to activation of cancer cells 
proliferation and changes in electrokinetic potential [5, 
13]. Therefore, to determine participation of receptors 
EGFR (ErbB1) and ErbB2 in the cell migration, we 
conducted both activation of these complexes formation 
by specific ligand EGF, and blocking by ErbB2 (Her-2- 
neu) monoclonal antibody - herceptin. 
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МАТЕРІАЛИ I МЕТОДИ 


Cell lines. MCF-7 - breast adenocarcinoma cell line, 
courtesy given by Dr. I. Gut (Ludwig Cancer Institute, 
London) were used. MCF-7 cells were incubated in 
DMEM medium (Sigma, USA) supplemented with 10% 
FBS (Sigma, USA), 2 mM L-glutamine and 40 ug/ml 
gentamycin. Cell lines were cultured at the standard 
conditions at 37°C in humidified atmosphere with 5% 
CO; [8]. Native EGF obtained from submandibular mouse 
glands, as described before [14], Herceptin (Roshe, 
Franche) were used. 

Experiment scheme. MCF-7 spheroids (MTS) 
generation was conducted as described previously [8]. 
MTS were cultured at the standard conditions. After 
ashiveing spheroids concentration 2 million/ml, medium 
was substituted by serum-free with addition of EGF or 
Herceptin. MTS were cultured with agents during 72 h. 

Electrokinetic potential of MCF-7 cells in electric 
field was measured using an original device containing 
special glass capillary with plain walls, allowing to use 
small volumes of studied cell suspensions and minimizing 
external influence on electrophoretic mobility of cells at 
the standard conditions in 0.1 M phosphate buffer at pH 
7.15 and 20?C [15], as described previously [7]. The 
distance between platinum electrodes was 5 cm, and 
voltage was 100 V. The value of electrokinetic potential 
(EKP ог б) was counted, according to the equation of 
M. Smolukhovsky by the formula: 

C-—14*U mV, 
where U is electrophoretic mobility expressed in ex- 
systemic units, as the relation of the linear speed of cell 
migration v in electric field determined experimentally 
(um/s) to the voltage of the field (V/cm). The surface 
density of the charge was counted via value of G-potential 
using equation of Quincke-Helmholtz according to which: 

сода, 
where 4" is the surface density of the charge, C/m2; à 
(width of double electric layer (DEL)) is a constant equal 
to 1079 m; ға an absolute dielectric permeability that is 
equal to the product of electric constant, and dielectric 
permeability of water 50 * €m at 37 °С. 

Adhesion was determined by the percentage of cells 
attached to the substrate after staining with crystal violet 


multiwell spectrophotometer (Synergy HT, BioTek) [16]. 

Statistical analysis of the results was performed using 
descriptive methods, by Student's t-criterion and by the 
method of nonlinear regression. 


RESULTS AND DISCUSSION 


As one may see from Fig.1 electrokinetic potential in 
light cells fraction, represented by single cells, 1,25 times 
higher (p«0,05) than in spheroids fraction. While higher 
values of surface charge density of tumor cells were 
associated with their capability to metastasis, which 
coincided with the results of our observations. It was also 
revealed substantial and statistically significant (p «0.05) 
decrease in the absolute value of the surface charge 
density. 
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Fig. 1. Influence of EGF (10 ng/ml) and Herceptin (1.5 mkg/ml) 
on value of electrokinetic potential (G mV) in the MTS and 
single cells sub-fractions of MCF-7 of MCF-7 cells 

* -р< 0.05 compared to the control. 


Control Herceptin 


The value for the surface charge of cells, defined by 
the Quincke-Helmholtz equation, had  single-modal 
distribution in control for both cells sub-fractions. But it 
had three-modal distribution in single cells fraction under 
the influence of EGF and in MTS fraction under the 
action of Herceptin, respectively (see table 1). 


at optical absorption (A=535nm), measured using 
Table 1. 
Distribution of cells by surface charge density 
Surface charge Intervals of surface charge values 
density 
(ах 10?C/m)) 0-5 5-10 210 
Control MTS>S0 cells -9.8 +0,41 - - 9,8 + 0,41 (100%) - 
single cells -11,04 + 0,15 - Й -11,04 + 0,15 (100%) 

EGF MTS>50 cells -6,31 = 0,58* -2,1+0,1 (15%) | -6,85+0,35 (80%)* -10,2+0,1 (5%) 
(10 ng/ml) | single cells -7,7 + 0,61** - -7,7 + 0,61** (100%) - 
Herceptin МТ5>50 cells -6,14 + 0,2* - -6,14 + 0,2* (100%) 5 
(1.5 mkg/ml) | single cells -8,53+ 0,81** | 3,72+0,3 (23%) | -9,76+0,07 (62%) 10,82+0,42 (15%) 


*** ра 0.05 compared to the control: *-MTS-sub-population; **-single cells sub-population. 
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As seen from the data, in the control surface charge 
for both cells sub-fractions (single cells and MTS) was in 
the same range for the whole population of moving cells. 
For MTS surface charge median was - 9,8 + 0,41, and for 
single cells it was -11,04 + 0,15. At the same time using 
of EGF and herceptin idiotypes, respectively activator and 
inhibitor of proliferation of cancer cells MCF-7, indirectly 
through erbB receptor family leads to three-modal 
distribution of surface charge values. Moreover EGF 
performed more pronounced effect on MTS fraction cells, 
whereas Herceptin - on the single cells (see table 1). 

Influence of EGF and Herceptin on surface charge of 
various cells sub-fractions may be caused by action 
mechanism of these agents. Thus, EGF is mitogen that 
activates proliferation in MTS-fraction, and Herceptin is 
specific blokator of EGF-receptor-erbB2 heterodimers 
[12, 17] 

Changes in the surface charge values correlate with 
the adhesive properties of cells exposed to EGF and 
Herceptin. While C-potential and surface charge in control 
in both cells sub-fractions higher than under the influence 
of EGF and Herceptin, cells adhesion in control 
significantly decreased (Fig. 2). 
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Fig. 2. Influence of EGF and Herceptin on adhesive potential in 
the MTS and single cells sub-fractions of MCF-7 cells 
* - p « 0.05 compared to the control. 


So, under the influence of EGF adhesive potential in 
MTS-subpopulation in 2.85 times higher (p 0,01), 
compared to the control and under the influence of 
Herceptin — in 3,6 times (p «0,01), respectively. Significant 
increase of cells adhesion to the substrate was observed also 
under the action of Herceptin in single cells subpopulation. It 
is confirmed by the results of morphological characteristics. 
As seen from the following photo, size and form of spheroids 
were changed under the influence of Herceptin: most of cells 
are spheroid, having a rounded shape (see fig. 3). 


Fig.3. Influence of EGF and Herceptin on morphological 
features of the MTS and single cells sub-fractions of MCF-7 
cells 


CONCLUSION 


Thus, under the influence of EGF and Herceptin 
values of electrokinetic potential and surface charge in 
MCF-7 cells were reduced. These parameters are 
associated with the electrophoretic mobility of tumor cells 
that causes their invasive and metastatic potential. 
Influence of EGF on cells mobility is related with its 
mitogenic activity and stimulation of proliferation. While 
Herceptin, as blokator of EGF-receptor-erbB2 dimers, 
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inactivates asynchronous depolarization of tumor cells 


and 


thus inhibits their mobility. Three-modal distribution 


of surface charge in different cells sub-populations under 


the 


action of both investigated specific modulators of 


EGFR signaling suggests involvement of EGFR signaling 
pathways in the ability of tumor cell to migration and 
invasion. 
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ВПЛИВ ЕСЕ TA ГЕРЦЕПТИНУ НА ЕЛЕКТРОКІНЕТИЧНІ ХАРАКТЕРИСТИКИ MCF-7 КЛІТИН 


Гарманчук Л.В., Яніш Ю.В., Непийвода Х.Д., Лаврова К.В., Остапченко Л.І. 


Досліджено вплив ЕСЕ та герцептину на електрокінетичний потенціал та поверхневий заряд ракових клітин МСЕ-7. 
Проводили генерування сфероїдів MCF-7. Після 72 год інкубації з EGF і герцептином вимірювали електрокінетичний 
потенціал та поверхневу щільність заряду двох субпопуляцій клітин МСЕ-7 - сфероїдів і фракції окремих клітин. Адгезію 
визначали фарбуванням клітин кристалічним фіолетовим. Встановлено, що електрокінетичний потенціал у фракції окремих 
клітин вищий, ніж у сфероїдів. Під впливом ЕФР і герцептину (-потенціал та поверхневий заряд MCF-7 клітин 
зменшувався, у порівнянні з контролем. У контролі значення поверхневого заряду клітин мали одномодальний розподіл для 
обох субфракцій. Проте вплив ЕСЕ і герцептину спричиняв тримодальний розподіл у фракції сфероїдів та окремих клітин 
відповідно. Зміни адгезивних характеристик МСЕ-7 під впливом ЕСЕ і герцептину мали протилежний напрям — показано 
зростання адгезивного потенціалу в обох субфракціях клітин, порівняно з контролем. 


Ключевые слова: МСЕ-7, мультиклітинні пухлинні сфероїди (MTS), С-потенщал, щільність поверхневого заряду, ЕСЕ, 
герцептин. 
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ВЛИЯНИЕ ЕСЕ И ГЕРЦЕПТИНА HA ЭЛЕКТРОКИНЕТИЧЕСКИЕ ХАРАКТЕРИСТИКИ MCF-7 КЛЕТОК 


Гарманчук Л.В., Яниш Ю.В., Непийвода Х.Д., Лаврова Е.В., Остапченко JI.H. 


Цель: Исследовать влияние ЕСЕ и герцептина на злектрокинетический потенциал и поверхностный заряд раковых 
клеток МСЕ-7. Материалы и методы: Проводили генерирование сфероидов MCF-7. После 72 4 инкубации с EGF и 
герцептином измеряли злектрокинетический потенциал и поверхностную плотность заряда двух субпопуляций 
клеток MCF-7 - сфероидов и фракции отдельных клеток. Адгезию определяли окрашиванием клеток 
кристаллическим фиолетовым. Результаты: Установлено, что электрокинетический потенциал во фракции отдельных 
клеток выше, чем в сфероидальных. Под влиянием ЭФР и герцептина (-потенциал и поверхностный заряд МСЕ-7 
клеток уменьшался, по сравнению с контролем. В контроле значение поверхностного заряда клеток имели 
одномодальное распределение для обеих субфракций. Однако влияние ЕСЕ и герцептина вызывало тримодальное 
распределение во фракции сфероидальных и отдельных клеток соответственно. Изменения адгезивных характеристик 
МСЕ-7 под влиянием ЕСЕ и герцептина имели противоположную направленность, показан рост адгезивного 
потенциала в обоих субфракциях клеток по сравнению с контролем. 


Key words: MCF-7, мультиклеточные опухолевые сфероиды (MTS), (-потенциал, плотность поверхностного заряда, 
ЕСЕ, герцептин. 
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Робота присвячена визначенню вмісту ліпідів у крові щурів за умов експериментального виразкоутворення. Виявлено 
збільшення вмісту триацилглщеролв (TAI), жирних кислот (ЖК), у той час як рівень холестеролу лишався незмінний. 
Встановлено зростання вмісту продуктів пероксидації ліпідів: дієнових кон'югатів Ta шифових основ у 3 i 3,5 раза 
відповідно, рівня малонового діальдегіду (МДА) (спонтанного накопичення у 2,6 раза, ферментативного - в 2,1 раза, а 
неферментативного - в 1,9 раза, відносно контролю) у плазмі крові щурів за умов стресової моделі виразки. Виявлено 
зниження активності каталази у 2,9 раза. Отримані дані можуть мати практичне застосування у медицині для діагностики і 


прогнозу розвитку даної патології. 


Ключові слова: стрес, виразка шлунка, плазма крові, ліпіди; стресс, язва желудка, плазма крови, липиды; stress, 
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BCTYII 


Більше 170 років минуло 3 часу виділення 
виразкової хвороби в самостійну нозологічну форму, 
а суперечки про етіологію та патогенез цього 
захворювання не стихають і досі. Щорічно у нашій 
країні під диспансерним наглядом перебуває близько 
1 млн людей з виразковим захворюванням, частота 
щорічних рецидивів складає 60 - $8296, а число 
ускладнень (у тому числі і смертельних) коливається 
у межах 26 - 42 У, [1]. У зв'язку з цим виразкову 
хворобу відносять до важливих медико-соціальних 
проблем сучасної медицини. 

Перенапруження нервової системи внаслідок дії 
різноманітних стресорних факторів є однією з 
найважливіших рис життя людини у сучасному 
суспільстві. Це створює підгрунтя для 
виразкоутворення в осіб, що займаються напруженою 
інтелектуальною діяльністю, у випадках аварійних 
ситуацій і т. п. За умов дії стресу активуються всі 
системи організму, необхідні для подолання 
руйнівних ефектів стресового чинника. Першим 
етапом стрес-реакції є активація симпатичної та 
парасимпатичної нервової системи, це має важливе 
фізіологічне значення для підвищення 
функціональних можливостей організму та для 
запуску відновлювальних процесів, спрямованих на 
збереження гомеостазу. На другому erani стрес- 
реакція реалізується за схемою: дорсомедіальна 
частина мигдалевидного ядра — ерготропні ядра 
гіпоталамусу - грудний відділ спинного мозку — 
мозковий шар наднирників. Включення до стрес- 
реакції останньої зазначеної ланки призводить до 
посиленої секреції адреналіну та норадреналіну. 


Одним з наслідків цього є зростання вмісту вільних 
жирних кислот (в результаті активації ліполізу), рівня 
тригліцеридів, холестеролу, що надходять у кров. 
Таким чином, відбувається мобілізація організму. 
Однак якщо стресорний чинник продовжує 
здійснювати ушкоджуючу дію, яка недостатньо 
компенсується симпато-адреналовою реакцією, яка 
включає перші два етапи стрес-реакції, настає третій 
етап, що полягає в активації інших ендокринних 
механізмів: адренокортикального, соматотропного 1 
тиреоїдного. Вагомим наслідком цього також є 
активація ліполізу i зростання вмісту вільних жирних 
кислот у крові [2]. 

Виходячи 1з зазначених даних видно, що ліпідний 
склад крові є важливим біохімічним показником, на 
основі якого можна характеризувати функціональний 
стан організму, його окремих систем, а також 
прогнозувати розвиток патологій, у тому числі стрес- 
індукованих; при цьому важливо визначити характер 
змін різних класів ліпідів, що дозволить 
охарактеризувати шляхи, залучені у передачу сигналу 
за умов дії стресу на різних ланках та рівнях 
організму, та з урахуванням якого можлива 
оптимізація лікувальних заходів. 

Метою роботи було визначити вміст нейтральних 
ліпідів, продуктів  пероксидації ліпідів (ПОЛ), 
активність антиоксидантного ферменту каталази в 
плазмі крові щурів за умов експериментальної 
стресової моделі виразки. 


МАТЕРІАЛИ І МЕТОДИ 


У дослідах використовували білих нелінійних 
щурів масою 180 - 200 г, яких утримували на 


ВМІСТ ЛІПІДІВ ТА ПРОДУКТІВ ЇХ ПЕРОКСИДАЦІЇ В ПЛАЗМІ КРОВІ ЩУРІВ 


107 
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стандартному раціоні віварію. Для моделювання 
виразки шлунка у тварин, що є наближеною за 
етіологією Ta патогенезом до виразки шлунка 
людини, використовували модифіковану методику 
"Імобілізаційного стресу” [3]. Для цього щурів 
розміщували у металевих перфорованих патронах зі 
скляним вікном у донній частині, де було розміщено 
голову тварини. Патрони розташовували у колонії 
вільноживучих щурів. Через 24 години щурів 
виймали з патронів та декапітували. Забір крові 
проводили при декапітації тварин у пробірки, що 


містили гепарин. Плазму одержували 
центрифугуванням при 3000 g протягом 15 хв. 
Нейтральні ліпіди фракціонували методом 


тонкошарової хроматографії на пластинках “ЅогЬћ!І” 
(Росія) в системі розчинників гептан/діетиловий 
ефір/льодяна оцтова кислота (90:10:1) [4]. Пластинки 
проявляли за допомогою сірчаної кислоти. В 
одержаних фракціях ідентифікували холестерол, ТАГ 
та неетерифіковані ЖК. Інтенсивність 
вільнорадикального | окиснення оцінювали за 
накопиченням продуктів ліпідної пероксидації. Вміст 
дієнових | кон'югатів визначали в гептан- 
ізопропанольному екстракті спектрофотометричним 
методом, шифових основ - флюорометричним 
методом [5]. Вміст МДА визначали за реакцією з 


тіобарбітуровою кислотою [6]. Активність каталази в 
плазмі крові щурів визначали спектрофотометричним 
методом [5]. 

Вміст білка визначали за методом  Лоурі. 
Статистичну обробку результатів та побудову 
графіків проводили на ІВМ РС ЕТ з використанням 
стандартних пакетів прикладних програм. 


РЕЗУЛЬТАТИ ТА ЇХ ОБГОВОРЕННЯ 


Ліпіди - один з найважливіших класів складних 
молекул, присутніх в організмі. Ліпіди виконують 
найрізноманітніші функції. Вони входять до складу 
клітинних мембран, слугують попередниками 
стероїдних гормонів, жовчних кислот, 
простагландинів 1 фосфоїнозитидів. У крові містяться 
окремі компоненти ліпідів (насичені жирні кислоти, 
моноєнові і полієнові ненасичені жирні кислоти), 
тригліцериди, холестерол, ефіри холестеролу та 
фосфоліпіди. Всі ці речовини не розчиняються у воді, 
тому в організмі функціонує складна система 
транспорту ліпідів. Вільні (неетерифіковані) жирні 
кислоти переносяться кровотоком у вигляді 
комплексів з альбуміном. Тригліцериди, холестерол, 
його ефіри, а також фосфоліпіди транспортуються у 
формі водорозчинних ліпопротеїнів [7]. 

Таблиця 1. 


Вміст нейтральних ліпідів плазми крові щурів за умов стресової виразки (М+м; n=10) 


Холестерол, мкг/мг Триацилгліцерол, Жирні кислоти, 96 
білка мкг/мг білка відносно контролю 
Групи тварин 
Контроль 14,8+1,2 1,7+0,2 100 
Виразка 13,8+0,4 4,6+0,3* 149,9* 
* - р<0,05 різниці достовірні по відношенню до контролю 
Таблиця 2. 


Вміст продуктів пероксидації ліпідів та активність каталази в плазмі крові щурів за умов стресової 


виразки шлунка (Мем; п=10) 


Групи тварин 


Дієнові кон'югати, 
нмоль/мг білка 


Шифові основи, ум. 
од./мг білка 


Каталаза, нмоль 
H5O»/wr білка»хв. 


контроль 11,1+1,0 1,0-0,1 19,4+1,8 
виразка 33,5+3,2* 3,5+0,2* 6,7+0,6* 
* - р<0,05 різниці достовірні по відношенню до контролю 
Таблиця 3. 
Вміст МДА у плазмі крові щурів за умов стресової виразки (Мм; n=10) 
Спонтанне Fe” аск. АДФ+НАДН” 
накопичення МДА, накопичення МДА, накопичення МДА, 
Групи тварин | нмоль/мг білка нмоль/мг білка нмоль/мг білка 
контроль 13,8+1,0 23,7=2,3 53,8+5,3 
виразка 35,8+3,2* 44,4+4,0* 113,4+10,1* 


* - р<0,05 різниці достовірні по відношенню до контролю 


За будь-яких стресових станах (напруженнях) 
відбувається накопичення ліпідів у крові , при цьому 
накопичуються жирні кислоти, які інтенсивно 
починають виходити з підшкірно-жирової клітковини. 
Одночасно збільшується і рівень глюкози у крові. 
Вміст глюкози за будь-якого емоційного, психічного, 
фізичного збудження утворюється з глікогену 


печінки, замість глікогену до печінки поступають 
жирні кислоти, хіломікрони. При довготривалому 
стресовому стані у кров інтенсивно виділяються 
гормони, зокрема адреналін, норадреналін. Вони не 
лише сприяють розщепленню жиру в підшкірно- 
жировій клітковині та збільшенню вмісту жирних 
кислот у крові, але 1 обумовлюють формування 
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атеросклеротичних бляшок в результаті надмірного 
надходження у судини холестеролу, тригліцеридів, 
жирних кислот [8]. 


В результат проведених нами досліджень 
ліпідного складу крові щурів за умов стрес- 
індукованих виразкових уражень шлунка було 


встановлено підвищення вмісту ТАГ на 171% 1 ЖК на 
50%, у той час як вміст холестеролу не змінюється 
достовірно по відношенню до контролю (табл. 1). 
У літературних джерелах наведено дані про зростання 
вмісту холестеролу за умов різних стрес-індукованих 
патологій на 7-14 добу після дії стресового чинника 
[9]. У нашому досліді ми проводили визначення 
вмісту ліпідів на першу добу після виразкоутворення, 
коли холестерол ще не потрапляє у кров. Порушення 
ліпідного обміну супроводжується процесами 
активації ПОЛ, гіперпероксидації, які негативно 
впливають на активність енергетичного забезпечення 
мембрано-клітинних структур. Перекисне окиснення 
ліпідів - це ланцюгові реакції, що забезпечують 
розширене відтворення вільних радикалів, частинок, 
що мають неспарений електрон, які ініціюють 
подальше розповсюдження перекисного окиснення. 
У клітині присутня розвинена система захисту від 
перекисного окиснення (антиоксидантна система), яка 
включає ферменти, які нейтралізують пероксиди та 
вільні радикали (каталаза, глутатіонредуктаза) 1 
молекули «пастки» вільних радикалів та активних 
іонів (мембранна система вітаміну E 1 селену, 
глутатіон, аскорбінова кислота). Найбільш розвинена 
антиоксидантна система у клітинах, що більше 
піддаються окисненню, де вищий парціальний тиск 
кисню, наприклад, еритроцити, лейкоцити, 
епітеліальні клітини. При недостатній спроможності 
антиоксидантної системи перекисне ушкодження 
ліпідів призводить до враження мембранних структур 
клітини, що порушує функціонування клітини і € 
основним механізмом її загибелі [9]. 

В результат проведених досліджень було 
виявлено активацію процесів ПОЛ за умов стресової 
моделі виразки шлунка. На це вказувало значне 
зростання у плазмі крові щурів вмісту первинних 
продуктів ПОЛ - дієнових кон'югатів у 3 рази та 
кінцевих продуктів ПОЛ — шифових основ у 3,5 раза в 
порівнянні з контролем (табл. 2). Було показано також 
підвищення вмісту вторинних продуктів ПОЛ ТЬК- 
активних сполук, яке проходить ферментативним та 
не ферментативним шляхом (табл. 3). Спонтанне 
накопичення МДА у плазмі крові щурів за умов 
виразки зросло у 2,6 раза у порівнянні з контролем. 
Дослідження  індукованої  пероксидації ліпідів 
показало, що за умов стресової моделі виразки 
переважає ферментативний шлях активації процесів 
ПОЛ: рівень ТБК-активних продуктів у плазмі крові 
зріс B 2,1 pasa відносно контролю, а при 
неферментативному - в 1,9 раза. 

Дослідження активності каталази у плазмі крові 
щурів за умов стресової виразки виявили її зниження 
в 2,9 раза у порівнянні з контролем (табл. 3). 
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Отримані результати свідчать, що за умов 
стресової моделі виразки спостерігаються порушення 
ліпопероксидного гомеостазу, при цьому має місце 
зниження показників антиоксидантної системи у 
плазмі крові щурів. 

Таким чином, дія ульцерогенних чинників має 
відображення i на рівні універсальної інтегральної 
системі організму - крові, склад якої віддзеркалює 
патологічні події організму в цілому. Показники 
ліпідного складу крові можуть бути використані як 
маркери виразкового захворювання та 
застосовуватися у діагностичних цілях. Отримані дані 
вказують на доцільність дослідження в подальшому 
інших складових крові (білків, фосфоліпідів, окремих 
ЖК, показників енергетичного обміну), що дозволить 
з'ясувати механізми ульцерогенезу та розробити нові 
терапевтичні підходи в  експериментальній та 
клінічній медицині. 


ВЫВОДЫ 


Для  стрес-індукованих виразкових уражень 
шлунка характерним є підвищення вмісту ТАГ, ЖК, 
продуктів ПОЛ та зниження активності каталази в 
плазмі крові щурів. Показники ліпідного обміну 
плазми крові є важливими характеристиками 
функціонального стану метаболічних систем 
організму, а визначення їх якісного та кількісного 
складу може бути використано як діагностичний 
маркер та прогностичний показник при різних 
патологічних станах, у тому числі при виразковому 
захворюванні. 
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СОДЕРЖАНИЕ ЛИПИДОВ И ПРОДУКТОВ HX ПЕРОКСИДАЦИИ В ПЛАЗМЕ КРОВИ КРЫС ПРИ CTECC- 
ИНДУЦИРОВАННЫХ ЯЗВЕННЫХ ПОРАЖЕНИЯХ ЖЕЛУДКА 


Ковалева В.А., Моргаенко А.А., Степанов Ю.В. 


Работа посвящена определению содержания различных классов липидов в крови крыс при экспериментально вызванном 
язвообразовании. Показано увеличение содержания TAT, ЖК, B то время как изменения уровня холестерола не 
наблюдалось. Установлено увеличение содержания продуктов пероксидации липидов: диеновых конъюгатов и шиффовых 
оснований в 3,5 раза, уровня МДА (спонтанного накопления в 2,6 раза, ферментативного - в 2,1 раза, а неферментативного 
- в 1,9 раза, в сравнении с контролем) в плазме крови крыс при стресс-индуцируемойо язве. Обнаружено снижение 
каталазной активности в 2,9 раза. Предполагается, что липиды крови могут обуславливать структурно-функциональные 
изменения различных органов в результате воздействия на клеточные мембраны. Полученные данные могут иметь 
практическое применение в медицине для диагностики и прогнозирования развития патологий. 


Ключевые слова: стресс, язва желудка, плазма крови, липиды 


THE CONTENT OF LIPIDS AND PRODUCTS OF THEIR PEROXIDATION IN RATS BLOOD PLASMA UNDER 
STRESS-INDUCED ULCERATION 


Kovalyova V.A., Morgaienko O.O., Stepanov Y. V. 


The article is devoted to investigation of different types of lipids in rat blood under experimental ulceration. In our experiments, the 
increasing of triglycerides and fatty acids levels was observed; meanwhile the content of cholesterol was invariable. Also the level of 
lipid peroxidation products was established to increase — diene conjugates and Schiff bases in 3 and 3,5 times, respectively, MDA — 
(spontaneous accumulation in 2,6, enzymatic — in 2,1, non-enzymatic — in 1,9 times in compare with control value) in rat blood 
plasma under stress modal of ulceration. In addition, catalase activity was observed to decrease in 2,9 times. We suggested the 
possibility of blood lipids to effect on structural-functional properties of different organs through the influence on cell membranes. 
Data obtained can be used in medicine for diagnostics and pathogenesis prediction. 


Key words: stress, ulceration, lipid, blood 
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A set of complex intracellular signaling events known as the unfolded protein response, mediated predominantly by endoplasmic 
reticulum — nuclei-1 sensing enzyme, is induced in cancer cells via hypoxia and ischemia and is necessary for neovascularization and 
proliferation processes. A lot of cyclins, cyclin-dependent kinases and its inhibitors, retinoblastoma proteins and E2F transcription 
factors are the components of endoplasmic reticulum stress system as well as participate in the control of cell cycle and proliferation 
processes. We have studied the effect of hypoxia and ischemic conditions (glucose or glutamine deprivation) on the expression of 
genes which are participate in the control of cell cycle and proliferation in glioma cell line U87 and its endoplasmic reticulum — 
nuclei-1-deficient subline. It was shown that blockade of endoplasmic reticulum — nuclei signaling enzyme-1, the key endoplasmic 
reticulum stress sensor, leads to decrease the expression levels of cyclin ВІ, B2, C, G1 and T2 mRNAs. However, the expression 
levels of cyclin I and calcyclin binding protein mRNA as well as cell division cycle-2 (cyclin-dependent kinase-1) and transcription 
factor DMTF mRNAs are increased in endoplasmic reticulum — nuclei-1-deficient glioma cells. Moreover, we have shown that 
mRNA expression levels of most studied genes are also decreased under hypoxic and glucose or glutamine deprivation conditions 
both in control and endoplasmic reticulum — nuclei-1-deficient glioma cells, but expression levels of cyclin G1 and I as well as 
cyclin-dependent kinase inhibitor-1A are increased at these conditions. Thus, results of this study clearly demonstrated that the 
expression levels of most tested genes encoded cyclins and cyclin-dependent genes is dependent from endoplasmic reticulum — 
nuclei-l signaling enzyme function both in normal, hypoxic and ischemic conditions and possibly participate in cell adaptive 
response to endoplasmic reticulum stress associated with these factors. 


Key words: mRNA expression, cyclin ВІ, B2, C, СІ, H, I and T2, cell division cycle-2, glioma cells, endoplasmic reticulum — 
nuclei-1, hypoxia, glucose or glutamine deprivation. 


INTRODUCTION initiation of the рге-ХВРІ (X-box binding protein 1) 
mRNA splicing [6-9]. Mature ХВРІ mRNA splice 
variant encodes a transcription factor that has different C- 
terminus amino acid sequence and stimulates the 
expression of hundreds of unfolded protein response- 
specific genes [3, 10-12]. Recently was shown that 
endoribonuclease domain of endoplasmic reticulum — 
nuclei-1 signaling enzyme can be activated by kinase 
inhibitor to confer cytoprotection against endoplasmic 
reticulum stress [13]. 

Greenman at al. [14] recently shown that single 
mutations in endoplasmic reticulum — nuclei-1 gene were 
detected in different human cancers and encoded by this 
gene enzyme was proposed as a major contributor to 
tumor progression among protein kinases, including 
glioblastoma, the most frequent primary brain neoplasms. 
The endoplasmic reticulum — nuclei-1 signal transduction 
pathway is linked to the neovascularization process, tumor 
growth and cellular death processes because the complete 
blockade of this sensing enzyme activity had clear anti- 
tumor effects [15-17]. Recent data shown that 
endoplasmic reticulum stress response-signalling pathway 


Hypoxia and ischemia have been shown to induce a 
set of complex intracellular signaling events known as the 
unfolded protein response, which is mediated by 
endoplasmic reticulum — nuclei-1 signaling enzyme (also 
named by inositol requiring enzyme-lalpha), to adapt 
cells for survival or, alternatively, to enter cell death 
programs through endoplasmic  reticulum-associated 
machineries [1—5]. As such, it participates in the early 
cellular response to the accumulation of misfolded 
proteins in the lumen of the endoplasmic reticulum, 
occurring under both physiological and pathological 
situations. 

Two distinct catalytic domains of the bifunctional 
signaling enzyme endoplasmic reticulum — nuclei-1 were 
identified: a serine/threonine kinase and ап 
endoribonuclease which contribute to endoplasmic 
reticulum — nuclei-1 signalling. The endoplasmic 
reticulum  — _ nuclei-l-associated kinase activity 
autophosphorylates and dimerizes this enzyme, leading to 
the activation of its endoribonuclease domain, to the 
degradation of a specific subset of mRNA and to the 
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15 involved in osteoblast differentiation and participates in 
apoptosis induction by different agents, in particular, by 
N-acetyl cysteine and penicillamine [18, 19]. Thus, the 
growing tumor requires the endoplasmic reticulum stress 
for own neovascularization and growth. 

It has been known that cyclins, cyclin-related 
proteins, cyclin-dependent kinases and its inhibitors, 
retinoblastoma proteins and E2F transcription factors 
participate in the control of cell cycle and proliferation as 
well as are the components of endoplasmic reticulum 
stress [20-22]. The cyclin family, whose members are 
characterized by a dramatic periodicity in protein 
abundance throughout the cell cycle, are highly 
conserved. Different cyclins exhibit distinct expression 
and degradation patterns which contribute to the temporal 
coordination of each mitotic event. The cyclins consist of 
8 classes of cell cycle regulators that share a conserved 
amino acid sequence of about 90 residues called the 
cyclin box and regulate cyclin dependent kinases (CDK). 
Cyclins B1, B2, C, G1, H, I and T2 as well as a big family 
cyclin-dependent genes play an important role in the 
control of malignant tumor growth, including 
glioblastoma (Glioblastoma multiforme) which is the 
most common primary brain tumor [20, 22 - 25]. The 
rapid growth of these solid tumors generates micro- 
environmental changes in association to hypoxia, nutrient 
deprivation and acidosis. Under those ischemic 
conditions, tumor cells trigger an adaptive response and 
modulate the pro/anti-angiogenic balance to initiate the 
formation and attraction of new blood vessels to the 
tumor. 

Cyclin ВІ (CCNBI) and cyclin B2 (CCNB2) are 
members of the cyclin family, specifically the B-type 
cyclins. The B-type cyclins associate with cell division 
cycle-2 (cyclin-dependent kinase-1, p34) and are essential 
components of the cell cycle regulatory machinery 
because this complex forms the maturation-promoting 
factor [23, 25]. Cyclins ВІ and B2 differ in their 
subcellular localization: cyclin B1 co-localizes with 
microtubules, whereas cyclin B2 is primarily associated 
with the Golgi region. There is data that cyclin Bl/cyclin- 
dependent kinase-1 phosphorylation of mitochondrial p53 
induces anti-apoptotic response [23]. Moreover, cyclin 
Bl/cyclin-dependent kinase-1 complex controls Fas- 
mediated apoptosis by regulating caspase-8 activity [26]. 
Two alternative transcripts of cyclin Bl have been 
identified, a constitutively expressed transcript and a cell 
cycle-regulated transcript that is expressed predominantly 
during G2/M phase. Cyclin B2 also binds to transforming 
growth factor beta receptor-II and thus cyclin B2/cell 
division cycle-2 may play a key role in transforming 
growth factor beta-mediated cell cycle control. It was also 
shown that cyclin-dependent kinase-5 activation in cells 
that overexpressed cyclin СІ leads to c-Myc 
phosphorylation on Ser-62, which is responsible for cyclin 
G1-mediated transcriptional activation of cyclin ВІ [27]. 

The protein encoded by cell division cycle-2 (cyclin- 
dependent kinase-1) gene is a member of the Ser/Thr 
protein kinase family [22, 24]. It is a catalytic subunit of 


the highly conserved protein kinase complex known as M- 
phase promoting factor, which is essential for G1/S and 
G2/M phase transitions of eukaryotic cell cycle. Mitotic 
cyclins stably associate with this protein and function as 
regulatory subunits. The kinase activity of cell division 
cycle-2 protein is controlled by cyclin accumulation and 
destruction through the cell cycle. Moreover, cyclin- 
dependent kinase-1 phosphorylates p62, which 15 
necessary for the maintenance of appropriate cyclin B1 
levels [24]. The phosphorylation and dephosphorylation 
of this protein also play important regulatory roles in cell 
cycle control. 

The protein encoded by cyclin C (CCNC) gene 
interacts with cyclin-dependent kinase 8 and induces the 
phosphorylation of the carboxy-terminal domain of the 
large subunit of RNA polymerase II. The level of mRNAs 
for this gene peaks in the G1 phase of the cell cycle. It 
was shown that cyclin C regulates human hematopoietic 
stem/progenitor cell quiescence [28]. This data suggests 
that modulating cyclin C levels may be useful for 
hematopoietic stem/progenitor cells expansion and more 
efficient engraftment. Moreover, it was shown that cell 
cycle regulatory effects of retinoic acid and forskolin are 
mediated by the cyclin C gene [29]. 

Cyclin G1 and cyclin G2 comprise a new family of 
cyclins with contrasting tissue-specific and cell cycle- 
regulated expression. Transcriptional activation of the 
cyclin G1 gene can be induced by tumor protein p53. It 
was shown that phosphatase 2A, which, can binds to 
cyclin Gland stabilize it under unstressed conditions and 
upon DNA damage, as well as inhibits the ability of 
cyclin G1 to be ubiquitinated [30]. Cyclin G2 appears to 
be a negative cell-cycle regulator in gastric cancer, and its 
expression seems to be inversely related to gastric cancer 
progression [31]. Its inhibitory effect on tumor growth 
was shown in experiments with cotylenin A, a new 
differentiation inducer, and rapamycin which 
cooperatively inhibit growth of cancer cells through 
induction of cyclin G2 [32]. 

There is data that cyclin H, which is associated with 
gastrointestinal stromal tumors, forms a complex with 
cyclin-dependent kinase-7 and ring finger protein МАТІ 
[33]. This kinase complex is able to phosphorylates 
cyclin-dependent kinase-2 and cell division cycle-2 
kinase, thus functions as a cyclin-dependent kinase- 
activating kinase (CAK). Moreover, the cyclin H and its 
kinase partner are components of transcription factor II H 
(ТЕПН) which is one of several general transcription 
factors that make up the RNA polymerase II preinitiation 
complex, as well as RNA polymerase П protein 
complexes and participate in two different transcriptional 
regulation processes, suggesting an important link 
between basal transcription control and the cell cycle 
machinery [33]. 

The cyclin I show the highest similarity with cyclin 
G. The transcript of this gene was found to be expressed 
constantly during cell cycle progression. The function of 
this cyclin has not yet been determined but the increased 


112 


Minchenko Р. M., Karbovsky L.L., Terletsky B.M., Hubenya О. У., Moenner M., Minchenko О.С. 


level of cyclin I and GDP dissociation inhibitor GDI2 
found to be associated with pancreatic carcinoma [34]. 

The cyclin T2 and its kinase partner cyclin- 
dependent Ктазе-9 were found to be subunits of the 
transcription elongation factor b (p- TEFb) and is involved 
in regulating P-TEFb transcriptional elongation function 
[35]. The p-TEFb complex containing cyclin T2 was 
reported to interact with, and act as a negative regulator of 
human immunodeficiency virus type 1 Tat protein. 
Moreover, the transcription initiation factor TFIID 
component TAF7 functionally interacts with both 
transcription factors ТЕПН and P-TEFb [36]. 

There is data that calcyclin-binding protein inhibits 
proliferation, tumorigenicity and invasion of gastric 
cancer and its down-regulation is associated with poor 
prognosis of breast cancer [25, 37]. It may be involved in 
calceium-dependent ubiquitination and subsequent 
proteosomal degradation of target proteins. The DMTF1 
gene encodes a transcription factor that contains a cyclin 
D-binding domain, three central Myb-like repeats, and 
two flanking acidic transactivation domains at the N- and 
C-termini. The encoded protein is induced by the 
oncogenic Ras signaling pathway and functions as a 
tumor suppressor by activating the transcription of ADP- 
ribosylation factor (ARF) and thus the ARF-p53 pathway 
to arrest cell growth or induce apoptosis. The 
transcriptional activity of DMTF1 protein is regulated by 
deleted in approximately 40% of human non-small-cell 
lung cancer [38, 39]. 

The cyclin-dependent kinase inhibitors 1A 
(CDKNIA, p21, Сірі) and 1B (CDKNIA, p27, Kipl) 
bind to and inhibit the activity of cyclin/cyclin-dependent 
kinases complexes, and thus function as regulators of cell 
cycle progression [40 - 43]. The expression of CDKNIA 
gene is tightly controlled by the tumor suppressor protein 
p53, through which this protein mediates the p53- 
dependent cell cycle G1 phase arrest in response to a 
variety of stress stimuli [41]. CDKNIA can interact with 
proliferating cell nuclear antigen (PCNA), а DNA 
polymerase accessory factor, and plays a regulatory role 
in S phase DNA replication and DNA damage repair. This 
protein was reported to be specifically cleaved by CASP3- 
like caspases, which thus leads to a dramatic activation of 
cyclin-dependent kinase-2. It was shown that expression 
of CDKNIB removes cyclin A but not cyclin E from 
centrosomes. Moreover, ectopic expression of PFKFB3 
increased the expression of several key cell cycle proteins 
and decreased the expression of the cell cycle inhibitor 
p27 [44]. 

In this work we have studied effect of hypoxia, 
glucose and glutamine deprivation on the expression of 
different cyclin (ВІ, B2, С, СІ, H, I апа T2) and cyclin- 
dependent genes (calcyclin binding protein, cell division 
cycle-2, transcription factor DMTF, cyclin-dependent 
kinase inhibitors 1A and 1B) in glioma cell line U87 and 
modified glioma cells without endoplasmic reticulum — 
nuclei signaling enzyme-1 kinase and endoribonuclease 
activities for evaluation of cyclin and cyclin-dependent 


kinase genes responsibility from this signaling enzyme-1 
function. 


MATERISALS AND METHODS 


Cell Lines and Culture Conditions. The glioma cell 
line U87 was obtained from ATCC (U.S.A.) and grown in 
high glucose Dulbecco’s modified Eagle’s minimum 
essential medium supplemented with glutamine, 10% fetal 
bovine serum, penicillin and streptomycin at 37°C in a 5% 
СО» incubator. In this work we used two sublines of this 
glioma cell line. One subline has suppressed both protein 
kinase and  endoribonuclease activities of sensor 
endoplasmic reticulum — nuclei signaling enzyme-1 which 
was obtained by selection of stable transfected clones with 
overexpression of endoplasmic reticulum —  nuclei-1 
dominant/negative constructs (dnERN1). Second subline 
was obtained by selection of stable transfected clones with 
overexpression of vector, which was used for creation of 
dnERNI, and was used as control. 

For glucose or glutamine deprivation the growing 
medium in culture plates were replaced on the medium 
without glucose or glutamine and exposed for 16 hours. 
Hypoxic conditions were created in special incubator with 
3 % oxygen and 5 % carbon dioxide levels and culture 
plates were exposed for 16 hours. 

RNA isolation. Total RNA was extracted from 
different tumor tissues and normal tissue counterparts 
using Trizol reagent according to manufacturer protocol 
(Invitrogen, U.S.A.) [45]. RNA pellets was washed with 
75 % ethanol and dissolved in nuclease-free water. 

Reverse transcription and quantitative PCR analysis. 
The expression of cyclin ВІ, B2, С, СІ, Н, I, T2 and 
calcyclin binding protein, as well as cell division cycle-2, 
transcription factor, containing cyclin D binding domain 
(DMTF), cyclin-dependent kinase  inhibitor-1A 
(CDKNIA, Cip) and cyclin-dependent kinase inhibitor- 
1B (CDKNIB, Kip) mRNA was measured in glioma cell 
line U87 and its subline with endoplasmic reticulum — 
nuclei-l-deficiency by quantitative polymerase chain 
reaction of complementary DNA (cDNA) using 
„Stratagene Mx 3000P cycler” (U.S.A.) and SYBRGreen 
Mix (AB gene, Great Britain). QuaniTect Reverse 
Transcription Kit (QIAGEN, Germany) was used for 
cDNA synthesis as described previously [40]. 
Polymerase chain reaction was performed in triplicate. 

For amplification of cyclin ВІ (ССМВТ) cDNA 
we used forward (5'- CGGGAAGTCACTGGAAACAT 
—3' and reverse (5'- AAACATGGCAGTGACACCAA — 
3") primers. The nucleotide sequences of these primers 
correspond to sequences 760 — 779 and 936 — 917 of 
human ССМВІ cDNA (GenBank accession number 
NM 031966). 

The amplification of cyclin B2 (CCNB2) cDNA was 
performed using forward primer (5- 
TTGCAGTCCATAAACCCACA -3') and reverse primer 
(5"- GAAGCCAAGAGCAGAGCAGT  -3'). These 
oligonucleotides correspond to sequences 590 — 609 and 
807 — 788 of human CCNB2 cDNA (GenBank accession 
number NM 004701). 
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The amplification of cyclin C (CCNC) cDNA for real 
time КСК analysis was performed using two 
oligonucleotides primers: forward - 5° 
CATGTGTGTTTTTGGCATCC —3' and reverse — 5’— 
CCCATGTCCTGCACATACTG -3' The nucleotide 
sequences of these primers correspond to sequences 553 — 
572 and 787 — 768 of human CCNC cDNA (GenBank 
accession number NM 005190). 

Two other primers were used for real time RCR 
analysis of cyclin Gl (CCNGI) cDNA expression: 
forward — 5’— GTCCCATTGGCAACTGACTT -3 and 
reverse — 5'- TGACATGCCTTCAGTTGAGC -3?. The 
nucleotide sequences of these primers correspond to 
sequences 577 — 596 and 803 — 784 of human CCNGI 
cDNA (GenBank accession number NM 004060). 

For amplification of cyclin H (CCNH) cDNA we 
used forward (5- GCATTGACGGATGCTTACCT -3' 
and reverse (5- TGACATCGCTCCAACTTCTG -3?) 
primers. The nucleotide sequences of these primers 
correspond to sequences 834 — 853 and 1081 — 1062 of 
human CCNH cDNA (GenBank accession number 
NM 001239). 

For amplification of cyclin I (CCNI) cDNA we used 
forward (5’— CCGTAAAGGCTCATCCAAAA -3 and 
reverse (5- GGCTGTGTGAAGATCCCAAT -37) 
primers. The nucleotide sequences of these primers 
correspond to sequences 780 — 799 and 979 — 960 of 
human CCNI cDNA (GenBank accession number 
NM 006835). 

The amplification of cyclin T2 (CCNT2) cDNA was 
performed using forward primer (5’- 
AGTGGAAGAACAGGCTCGAA  -3) and reverse 
primer (5`— GGATGTCTGTGCCAAATCCT -3’). These 
oligonucleotides correspond to sequences 309 — 328 and 
552 — 533 of human CCNT2 cDNA (GenBank accession 
number NM 001241). 

The amplification of calcyclin ВР (CALCYBP) 
cDNA for real time RCR analysis was performed using 
two oligonucleotides primers: forward - 5- 
ССАССТОСАТТТСАСАСАСА -3" and reverse - 5’— 
GGGTCAGGTAATCCCACCTT -3'. The nucleotide 
sequences of these primers correspond to sequences 552 — 
571 and 742 - 723 of human CALCYBP cDNA 
(GenBank accession number NM 001007214). 

For real time RCR analysis of cell division cycle-2 
(cyclin dependent kinase-1) cDNA expression we used 
next primers: forward – 5° 
TAGCGCGGATCTACCATACC -3' and reverse - 5’— 
CCTGCATAAGCACATCCTGA -3'. The nucleotide 
sequences of these primers correspond to sequences 123 — 
142 and 371 — 352 of human CDK2 cDNA (GenBank 
accession number NM 001170406). 

The amplification of transcription factor, containing 
cyclin D binding domain (DMTF) cDNA for real time 
RCR analysis was performed using two oligonucleotides 
primers: forward — 5'- СТСАССАТСАСТССААССАС 
—3' and reverse - 5’— TTCTTCCTTGGACCACATCC - 
3". The nucleotide sequences of these primers correspond 


to sequences 822 — 841 and 1043 — 1024 of human DMTF 
cDNA (GenBank accession number NM 021145). 

Two other primers were used for real time RCR 
analysis of cyclin-dependent kinase — inhibitor-1A 
(CDKNIA, Cip) cDNA expression: forward — 5° 
TTAGCAGCGGAACAAGGAGT -3' and reverse — 5’— 
GCCGAGAGAAAACAGTCCAG -3’. The nucleotide 
sequences of these primers correspond to sequences 1777 
- 1796 and 2001 - 1982 of human CDKNIA cDNA 
(GenBank accession number ММ 000389). 

For real time RCR analysis of cyclin-dependent 
kinase inhibitor-1B (CDKNIB, Kipl, p27) cDNA 
expression were used next primers: forward - 5’— 
AGATGTCAAACGTGCGAGTG -3 and reverse - 5’— 
TCTCTGCAGTGCTTCTCCAA -3’. The nucleotide 
sequences of these primers correspond to sequences 471 — 
490 and 624 - 605 of human CDKNIB cDNA (GenBank 
accession number ММ 004064). 

The amplification of beta-actin cDNA was 
performed ^ using primers: forward - | 5- 
CGTACCACTGGCATCGTGAT -3' and reverse - 5’— 
GTGTTGGCGTACAGGTCTTT -3?. The expression of 
beta-actin mRNA was used as control of analyzed RNA 
quantity. The primers were received from “Sigma” 
(USA). 

Quantitative PCR was performed on “Stratagene Mx 
3000P cycler’, using SYBR Green Mix. Analysis of 
quantitative PCR was performed using special computer 
program “Differential expression calculator" and statistic 
analysis — in Excel program. The amplified DNA 
fragments were separated on a 2 % agarose gel and that 
visualized by 5x Sight DNA Stain (EUROMEDEA). 


RESULTS AND DISCUSSION 


In this investigation, we used human glioma cell line 
087 and its genetically modified variant (deficient in 
signaling enzyme endoplasmic reticulum — nuclei-1) to 
study the involvement of endoplasmic reticulum stress 
system in the effect of hypoxia, glutamine and glucose 
deprivation on the expression of different genes of cyclins 
and cyclin dependent kinases. For this aim, the cells were 
incubated at 37 "С before harvesting in regular DMEM 
medium (control) and in the medium without glucose or 
glutamine for 16 hours or in hypoxic chamber. Total RNA 
was extracted from cells, converted into complementary 
DNA and readily quantified by real time polymerase 
chain reaction. 

We have found that cyclin ВІ, B2, C, G1, H, I and T2 
mRNA are expressed in the human glioma cell line U87 
and the level of its expression is depended from 
endoplasmic reticulum — nuclei signaling enzyme-l 
function as well as from hypoxia, glutamine or glucose 
deprivation. As shown in fig. 1, the level of cyclin Bl 
mRNA expression is decreased on 58 % in glioma cells, 
deficient in signaling enzyme endoplasmic reticulum — 
nuclei-1, as compared to control cells. Exposure cells 
during 16 hours in glutamine or glucose deprivation 
conditions leads to decrease of cyclin Bl mRNA 
expression level both in control cells (-33 and -24 %, 
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correspondingly) and genetically modified cells with 
suppressed function of signaling enzyme endoplasmic 
reticulum — nuclei-1 (-45 and -19 96, correspondingly). 
Hypoxia also decreased the expression of this mRNA (- 
37 %) but in control cells only. 
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Fig. 1. Expression of cyclin ВІ mRNA in glioma cell line 087 
and its subline with signaling enzyme endoplasmic reticulum — 
nuclei-1 (ERN1)-deficiency measured by quantitative 
polymerase chain reaction. Values of cyclin ВІ mRNA 
expressions were normalized to beta-actin mRNA expression 
and represent as percent for control (100 96); n = 3; * - P < 0.05 
as compared to control 1; **- P « 0.05 as compared to control 2. 


Investigation the expression level of cyclin B2 
mRNA is shown much less decrease (-21 96) in glioma 
cells with suppressed activity of signaling enzyme 
endoplasmic reticulum — nuclei-1 as compared to control 
glioma cells (fig. 2). At the same time, the effect of 
glutamine deprivation on the expression of this mRNA 
level was observed in endoplasmic reticulum — nuclei-1 
signaling enzyme-deficient glioma cells only, but effect of 
hypoxia — only in control cells. Significant decrease of the 
level of cyclin B2 mRNA expression was shown under 
glucose deprivation condition in both types of tested cells. 
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Fig. 2. Expression of cyclin B2 mRNA in glioma cell line 087 
and its subline with signaling enzyme endoplasmic reticulum — 
nuclei-1 (ERN1)-deficiency measured by quantitative 
polymerase chain reaction. Values of cyclin B2 mRNA 
expressions were normalized to beta-actin mRNA expression 
and represent as percent for control (100 %); п = 3; * - P < 0.05 
as compared to control 1; **- P « 0.05 as compared to control 2. 


As shown in fig. 3 and 4, the levels of cyclin C and 
G1 mRNA expression are also decreased (-13 and -45 94) 
in glioma cells with suppressed activity of signaling 
enzyme endoplasmic reticulum — nuclei-1 as compared to 
control glioma cells. No significant changes were found in 


the level of cyclin C mRNA expression in both types of 
tested cells under glutamine deprivation conditions but 
hypoxia and glucose deprivation significantly decreased 
cyclin C mRNA expression level (fig. 3). However, 
investigation the effect of glutamine or glucose 
deprivation conditions on glioma cells is shown the 
significant increase in the expression of cyclin Gl mRNA 
level both in control and endoplasmic reticulum — nuclei-1 
signaling enzyme-deficient glioma cells: +33 % and +26 
% — in control cells and +21 % and +41 % - in 
genetically modified cells, correspondingly (fig. 4). 
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Fig. 3. Expression of cyclin C mRNA in glioma cell line U87 
and its subline with signaling enzyme endoplasmic reticulum — 
nuclei-1 | (ERNI)-deficiency measured Бу quantitative 
polymerase chain reaction. Values of cycln C mRNA 
expressions were normalized to beta-actin mRNA expression 
and represent as percent for control (100 96); n = 3; * - P < 0.05 
as compared to control 1; **- P « 0.05 as compared to control 2. 
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Fig. 4. Expression of cyclin СІ mRNA in glioma cell line 087 
and its subline with signaling enzyme endoplasmic reticulum — 
nuclei-1 (ERN1)-deficiency measured by quantitative 
polymerase chain reaction. Values of cyclin Gl mRNA 
expressions were normalized to beta-actin mRNA expression 
and represent as percent for control (100 %); п = 3; * - P < 0.05 
as compared to control 1; **- P « 0.05 as compared to control 2. 


At the same time no significant changes were found in 
the expression level of cyclin Н mRNA in genetically 
modified cells (fig. 5). Moreover, hypoxia and glutamine 
deprivation conditions in glioma cells with suppressed 
activity of signaling enzyme endoplasmic reticulum — nuclei- 
1 significantly changed the expression level of cyclin H 
mRNA in control glioma cells, but glucose deprivation 
conditions leads to significant increase in the expression 
level of cyclin H mRNA in endoplasmic reticulum — nuclei-1 
signaling enzyme-deficient cells (+61 %). 
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Fig. 5. Expression of cyclin H mRNA in glioma cell line U87 
and its subline with signaling enzyme endoplasmic reticulum — 
nuclei-1 0 (ERNI1)-deficiency measured by quantitative 
polymerase chain reaction. Values of cyclin H mRNA 
expressions were normalized to beta-actin mRNA expression 
and represent as percent for control (100 96); n = 3; * - P < 0.05 
as compared to control 1; **- P « 0.05 as compared to control 2. 
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Fig. 8. Expression of calcyclin binding protein (CALCYBP) 
mRNA in glioma cell line U87 and its subline with signaling 
enzyme endoplasmic reticulum — nuclei-1 (ERNI)-deficiency 
measured by quantitative polymerase chain reaction. Values of 
cyclin CALCYBP mRNA expressions were normalized to beta- 
actin mRNA expression and represent as percent for control 
(100 95); n = 3; * - P < 0.05 as compared to control 1; ** - Р < 
0.05 as compared to control 2. 
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Fig. 6. Expression of cyclin I mRNA in glioma cell line U87 
and its subline with signaling enzyme endoplasmic reticulum — 
nuclei-1 (ERN1)-deficiency measured by quantitative 
polymerase chain reaction. Values of cyclin I mRNA 
expressions were normalized to beta-actin mRNA expression 
and represent as percent for control (100 %); n = 3; * - P < 0.05 
as compared to control 1; **- P « 0.05 as compared to control 2. 


Fig. 9. Expression of transcription factor DMTF mRNA in 
glioma cell line U87 and its subline with signaling enzyme 
endoplasmic reticulum — nuclei-1 (ERNI)-deficiency measured 
by quantitative polymerase chain reaction. Values of DMTF 
mRNA expressions were normalized to beta-actin mRNA 
expression and represent as percent for control (100 96); n = 3; * 
- P < 0.05 as compared to control 1; ** - P < 0.05 as compared 
to control 2. 
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Fig. 7. Expression of cyclin T2 mRNA in glioma cell line U87 
and its subline with signaling enzyme endoplasmic reticulum — 
nuclei-1 | (ERNI)-deficiency measured by quantitative 
polymerase chain reaction. Values of cyclin T2 mRNA 
expressions were normalized to beta-actin mRNA expression 
and represent as percent for control (100 96); n = 3; * - P < 0.05 
as compared to control 1; **- P « 0.05 as compared to control 2. 
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Fig. 10. Expression of cell division cycle-2 (CDC2) mRNA in 
glioma cell line U87 and its subline with signaling enzyme 
endoplasmic reticulum — nuclei-1 (ERNI)-deficiency measured 
by quantitative polymerase chain reaction. Values of cyclin 
CDC2 mRNA expressions were normalized to beta-actin 
mRNA expression and represent as percent for control (100 %); 
n = 3; * - P < 0.05 as compared to control 1; ** - P < 0.05 as 
compared to control 2. 
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Fig. 11. Expression of cyclin-dependent kinase inhibitor 1A 
(СОКМТА) mRNA in glioma cell line U87 and its subline with 
signaling enzyme endoplasmic reticulum — nuclei-1 (ERNI)- 
deficiency measured by quantitative polymerase chain reaction. 
Values of CDKNIA mRNA expressions were normalized to 
beta-actin mRNA expression and represent as percent for 
control (100 96); n = 3; * - P < 0.05 as compared to control 1; ** 
- P « 0.05 as compared to control 2. 
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Fig. 12. Expression of cyclin-dependent kinase inhibitor 1B 
(CDKNIB) mRNA in glioma cell line U87 and its subline with 
signaling enzyme endoplasmic reticulum — nuclei-1 (ERNI)- 
deficiency measured by quantitative polymerase chain reaction. 
Values of CDKNIB mRNA expressions were normalized to 
beta-actin mRNA expression and represent as percent for 
control (100 %); и = 3; * - P < 0.05 as compared to control 1; ** 
- Р « 0.05 as compared to control 2. 


Results of investigation of cyclin I mRNA expression 
level are shown in fig. 6. Thus, the blockade of the 
activity of endoplasmic reticulum — nuclei-1 signaling 
enzyme leads to induction of this mRNA expression level 
(+31 90) as compared to control cells. Moreover, hypoxia 
and glutamine or glucose deprivation conditions 
significantly induce the expression level of cyclin I 
mRNA in both types of tested cells. 

The level of cyclin T2 mRNA expression is 
decreased under glucose deprivation conditions and 
increased under glutamine deprivation conditions in 
control glioma cells only (fig. 7). No significant changes 
were found in the level of cyclin T2 mRNA expression in 
both types of tested cells under hypoxic conditions. 
However, in genetically modified cells we observed the 
decrease of cyclin G2 mRNA expression level in glucose 
deprivation conditions (-44 %). both investigated cell 
types: -61 % and -55 % — in control cells and -75 % and - 
73 % - Іп genetically modified cells, correspondingly. 


It was also shown that expression levels of cyclin- 
dependent genes (calcyclin binding protein, cell division 
cycle-2 and transcription factor DMTF) are increased in 
glioma cells without activity of endoplasmic reticulum — 
nuclei-l signaling enzyme: + 20, + 20 and + 51 94, 
correspondingly (fig. 8 — 10). The expression levels of 
calcyclin binding protein and cell division cycle-2 are 
decreased in both types of tested cells. However, effect of 
hypoxia and glucose deprivation conditions was different 
for these genes and depends from activity of endoplasmic 
reticulum — nuclei-1 signaling enzyme. Thus, hypoxia is 
decreased the expression level of cell division cycle-2 
mRNA in both types of tested cells and calcyclin binding 
protein mRNA — in control cells only (fig. 8 and 10). At 
the same time, the expression level of transcription factor 
DMTF mRNA is increased in control cells and is 
decreased in glioma cells without activity of endoplasmic 
reticulum — nuclei-1 signaling enzyme (fig. 9). 

As shown in fig. 11 and 12, the expression level of 
cyclin-dependent kinase inhibitor ІВ mRNA is decreased 
(-20 9$) is decreased in glioma cells without activity of 
endoplasmic reticulum - nuclei-1 signaling enzyme but 
no significant changes was observed in the expression 
level of cyclin-dependent kinase inhibitor 1A mRNA. 
Exposure cells under hypoxia as well as in the medium 
without glutamine or glucose leads to significant increase 
in cyclin-dependent kinase inhibitor 1A mRNA 
expression level in both investigated cell types, except 
genetically modified cells exposure under glucose 
deprivation condition (fig. 11). However, more significant 
of hypoxia was observed in both types of tested glioma 
cells on the expression levels of cyclin-dependent kinase 
inhibitor 1B (fig. 12). At the same time, expression level 
of cyclin-dependent kinase inhibitor 1B is increased in 
control cells under glutamine deprivation conditions and 
decreased in glioma cells without activity of endoplasmic 
reticulum — nuclei-1 signaling enzyme both under 
glutamine and glucose deprivation conditions (fig. 12). 

It has been known that the neovascularization 
process, tumor growth and cellular death processes are 
linked to the stress and its sensing and signal transduction 
pathways, endoplasmic reticulum — nuclei-1 signaling 
pathways in particular, because the complete blockade of 
this signaling enzyme activity had anti-tumor effects, 
especially in glioblastoma, the most frequent primary 
brain neoplasms [15—17]. Malignant gliomas represent the 
transformed astrocytes, the most abundant cell type in 
mammalian brain, which play an important role in the 
maintenance and regeneration of neuronal functions. 
Moreover, the growing tumor requires ischemia and 
hypoxia which initiate the endoplasmic reticulum stress 
for own neovascularization and growth, for apoptosis 
inhibition [15]. It is known that many cyclins, cyclin- 
dependent kinases and its inhibitors, retinoblastoma 
proteins and E2F transcription factors are the components 
of endoplasmic reticulum stress system as well as 
participate in the control of cell cycle and proliferation 
processes [20, 21]. 
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For this study we select several cyclins such as 
cyclin ВІ, B2, C, H, I, T2 and СІ as well as several 
cyclin-dependent genes, calcyclin binding protein, cell 
division cycle-2, transcription factor DMTF and cyclin- 
dependent kinase inhibitor 1A and 1B, which play an 
important role in the control of malignant tumor growth, 
including glioblastoma [20, 22, 23, 25, 36, 37]. Malignant 
glioma are the most frequent primary brain tumors and 
represent a major challenge in cancer therapy, but glioma 
are not easily accessible to current therapies. However, 
the molecular mechanisms underlying these seemingly 
mutually exclusive behaviors have not been elucidated. 
This provides a rationale for the molecular analysis of 
expression signatures of invasive and growth patterns in 
glioma cells for a comprehensive approach of these 
complex mechanisms. Because bifunctional 
transmembrane signaling enzyme endoplasmic reticulum 
— nuclei-1 is a major proximal sensor of the unfolded 
protein response, it participates in the early cellular 
response to the accumulation of misfolded proteins in the 
endoplasmic reticulum under both physiological and 
pathological situations and in malignant tumors, in 
particular [15, 17]. Therefore, in this work we studied the 
expression of several key cyclin and cyclin-dependent 
kinase genes in glioma cells without activity of 
endoplasmic reticulum — nuclei-1 signaling enzyme for 
the evaluation. of cyclin and cyclin-dependent kinase 
genes responsibility from this signaling enzyme-l 
function because as known the complete blockade of this 
signaling enzyme activity had anti-tumor effects [15, 16]. 

Results of this investigation clearly demonstrated 
that the expression levels of cyclins G1, B1, B2, C and T2 
which form a complex with cyclin-dependent kinases and 
responsible for tumor growth are decreased in glioma 
cells without endoplasmic reticulum — nuclei-1 signaling 
enzyme function. This data correlates with lower 
proliferation rate of these genetically modified cells [15, 
17] as well as with biological significance of cyclins 
studied [23, 24, 33, 36]. Thus, the lover level of cyclin B1 
in glioma cells without endoplasmic reticulum — nuclei-1 
signaling enzyme function could activate apoptosis via 
decreasing of cyclin Bl/cyclin-dependent Кіпаѕе-1 
phosphorylation of mitochondrial p53 [23]. Decreased 
level of cyclin B2 expression and lower proliferation rate 
of these genetically modified cells are correlated with a 
key role of cyclin B2/cell division cycle-2 complex in 
transforming growth factor beta-mediated cell cycle 
control. We have shown significant reduction of cyclin 
GI level in glioma cells without endoplasmic reticulum — 
nuclei-1 enzyme function which can be responsive for 
decreased expression of cyclin ВІ because cyclin Gl 
mediates the transcriptional activation of cyclin ВІ [27]. 
Moreover, the cyclin T2 and its kinase partner cyclin- 
dependent Ктазе-9 were found to be subunits of the 
transcription elongation factor b (p- TEFb) and is involved 
in regulating P-TEFb transcriptional elongation function 
as well as transcription initiation because P-TEFb together 
with transcription factors TFIIH functionally interacts 
with TAF7 component of the transcription initiation factor 
TFIID [35, 36]. 


At the same time, we have shown that the blockade 
of endoplasmic reticulum — nuclei-1 signaling enzyme 
function did not change significantly the expression level 
of cyclin H and increased the expression level of cyclin I. 
It is possible that cyclin H does not participate in 
endoplasmic reticulum — nuclei-1 signaling because it 
plays more general function. Thus, there is data that 
cyclin Н and cyclin-dependent kinase-7 are components 
of transcription factor II H which is one of several general 
transcription factors that make up the RNA polymerase II 
preinitiation complex and participate in two different 
transcriptional regulation processes, suggesting an 
important link between basal transcription control and the 
cell cycle machinery [33]. Moreover, the complex of 
cyclin Н with cyclin-dependent kinase-7 and ring finger 
protein MATI is able to phosphorylates cell division 
cycle-2 kinase and cyclin-dependent Ктазе-2, thus 
functions as a cyclin-dependent kinase-activating kinase 
[33]. The function of cyclin I have not yet been 
determined and its increased level possible connected 
with specific role of cyclin I in cell cycle regulation. 
There is data that cyclin I transcript is expressed 
constantly during cell cycle progression [34]. 

Moreover, we have shown that the expression levels 
of calcyclin binding protein, which appears to be a 
negative cell-cycle regulator in cancer, as well as ОМТЕТ, 
transcription factor that contains a cyclin D-binding 
domain and functions as a tumor suppressor, are increased 
in glioma cells with suppressed activity of endoplasmic 
reticulum — nuclei-1 signaling enzyme. These our results 
are also correlated with decreased proliferative rate of 
genetically modified glioma cells [15, 17] and data Nie et 
al. and Tschan et al. [25, 39]. Thus, calcyclin-binding 
protein inhibits proliferation of cancer cells [37]. The 
DMTFI can arrest cell growth and induce apoptosis by 
activating the transcription of ADP-ribosylation factor and 
thus the p53 pathway [38]. 

We have also shown that mRNA expression levels of 
most studied genes are also decreased under hypoxic and 
glucose or glutamine deprivation conditions both in 
control and endoplasmic reticulum — nuclei-1-deficient 
glioma cells, but expression levels of cyclin G1 and I as 
well as cyclin-dependent kinase  inhibitor-1A are 
increased at these conditions. However, the expression 
level of cyclin B1, H, T2 and calcyclin binding protein is 
decreased in hypoxic conditions in control cells only. 
Thus, the effect of hypoxia on the expression of these 
genes depends from endoplasmic reticulum — nuclei-1 
signaling enzyme. Moreover, effect of hypoxia and 
glutamine or glucose deprivation conditions on the 
expression of transcription factor ОМТЕІ strongly 
depends from endoplasmic reticulum — nuclei-1 signaling 
because we observed induction of the expression of 
ОМТЕ! in control cells and suppression in genetically 
modified glioma cells in all experimental conditions. 
Similar results we received with cyclin-dependent kinase 
inhibitors 1B: its expression level in glutamine 
deprivation conditions is increased in control glioma cells 
and decreased in genetically modified cells but in glucose 
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deprivation conditions did not change significantly in 
control cells and decreased in genetically modified glioma 
cells. At the same time, hypoxia is increased the 
expression level of cyclin-dependent kinase inhibitors 1B 
in both cell types. 

The major finding reported here is that the expression 
of most tested genes encoded cyclins and cyclin- 
dependent kinases is dependent from  endoplasmic 
reticulum — nuclei-1 signaling enzyme function both in 
normal, hypoxic and glutamine or glucose deprivation 
conditions and possibly participate in cell adaptive 
response to endoplasmic reticulum stress associated with 
these factors. However, the detailed molecular 
mechanisms of the regulation of genes encoded cyclins 
and cyclin-dependent kinases by endoplasmic reticulum — 
nuclei-l signaling system under hypoxia and ischemic 
stress conditions is complex and warrants further study. 


CONCLUSIONS 


Results of these investigations clearly demonstrated that 
the expression of different cyclin as well as cyclin-dependent 
genes in glioma cells is regulated by hypoxia, glutamine and 
glucose deprivation and significantly depends from protein 
kinase and endoribonuclease activities of signaling enzyme 
endoplasmic reticulum — nuclei-1 and possibly participate in 
cell adaptive response to endoplasmic reticulum stress 
associated with glutamine and glucose deprivation. 
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ВПЛИВ ГІПОКСІЇ I ВІДСУТНОСТІ ГЛЮТАМІНУ АБО ГЛЮКОЗИ У СЕРЕДОВИЩІ HA EKCIIPECIIO 
ЦИКЛІНІВ ВІ, B2, С, СІ, Н, I, T2 ТА ДЕЯКИХ ЦИКЛІН-ЗАЛЕЖНИХ ГЕНІВ У КЛІТИНАХ ГЛІОМИ 


Мінченко Д.О., Карбовський Л.Л., Терлецький Б.М., Губеня О.В., Моне М., Мінченко О.Г. 


Гіпоксія та ішемія ініціюють комплекс складних внутрішньоклітинних сигнальних подій, відомих як реакція на 
неправильне згортання протеїнів, яка опосередковується сенсорним ензимом ендоплазматичний ретикулум — ядро-1 i яка 
необхідна для протікання процесів неоваскуляризації та проліферації. Компонентами системи стресу ендоплазматичного 
ретикулуму є численна родина циклінів, циклін-залежних кіназ та 1х інгібіторів, а також групи протеїнів ретинобластоми та 
транскрипційних факторів ЕЛЕ, які i приймають участь в контролі протікання процесів неоваскуляризації та проліферації. 
Ми вивчали вплив гіпоксії та умов ішемії (за відсутності у середовищі глюкози або глютаміну) на експресію генів, що 
приймають участь у контролі клітинного циклу та проліферації, в клітинах гліоми лінії U87 та в сублінії цих клітин, 
дефіцитній за сенсорним ензимом ендоплазматичний ретикулум — ядро-1. Встановлено, що блокада сигнального ензиму 
ендоплазматичний ретикулум — ядро-1, ключового сенсора стресу ендоплазматичного ретикулуму, приводить до зниження 
рівня експресії мРНК циклінів ВІ, B2, С, G1 ra T2. Разом з тим, рівень експресії мРНК цикліну I та протеїну, що зв'язує 
кальциклін, а також кінази цикл поділу клітин-2 (циклін-залежної кінази-1) та транскрипційного фактора DMTF 
збільшується в клітинах гліоми, дефіцитних за сигнальним ензимом ендоплазматичний ретикулум — ядро-1. Було також 
показано, що рівень експресії більшості досліджених генів також знижувався за умов гіпоксії та відсутності у середовищі 
глюкози або глютаміну як у контрольних, так 1 в дефіцитних за ензимом ендоплазматичний ретикулум — ядро-1 клітинах 
гліоми, але рівень експресії цикліну Gl та І, а також інгібітору 1А циклін-залежних кіназ збільшувався за цих умов. Таким 
чином, результати цієї роботи переконливо свідчать про залежність рівня експресії більшості досліджених генів, що 
кодують синтез циклінів та циклін-залежних протеїнів, від функції сигнального ензиму ендоплазматичний ретикулум — 
ядро-1 як за нормальних умов, так 1 за умов гіпоксії та відсутності глютаміну і глюкози, і які можливо приймають участь y 
реакції адаптації клітин до стресу ендоплазматичного ретикулуму, пов'язаного з цими факторами. 


Ключові слова: експресія мРНК, цикліни ВІ, В2, С, СІ, Н, І та Т2, цикл поділу клітини-2, клітини гліоми, 
ендоплазматичний ретикулум - ядро-1, гіпоксія, відсутність глюкози або глютаміну 


ВЛИЯНИЕ ГИПОКСИИ И ОТСУТСТВИЯ ГЛЮТАМИНА ИЛИ ГЛЮКОЗЫ В СРЕДЕ НА ЭКСПРЕССИЮ 
ЦИКЛИНОВ ВІ, B2, С, GL H, І, T2 И НЕКОТОРЫХ ЦИКЛИН-ЗАВИСИМЫХ ГЕНОВ В КЛЕТКАХ ГЛИОМЫ 


Минченко Д.А., Карбовский Л.Л., Терлецький Б.М., Губеня О.В., Моне М., Минченко А.Г. 


Гипоксия и ишемия инициируют комплекс сложных внутриклеточных сигнальных событий, известных как реакция на 
неправильное сворачивание протеинов, которая опосредуется сенсорным энзимом эндоплазматический ретикулум - ядро-1 
и которая необходима для протекания процессов неоваскуляризации и пролиферации. Компонентами системы стресса 
зндоплазматического ретикулума есть многочисленное семейство циклинов, циклин-зависимых киназ и их ингибиторов, а 
также группы протеинов ретинобластомы и транскрипционных факторов E2F, которые и принимают участие в контроле 
протекания процессов неоваскуляризации и пролиферации. Мы исследовали влияние гипоксии и условий ишемии 
(отсутствия в среде глюкозы или глютамина) на экспрессию генов, которые принимают участие в контроле клеточного 
цикла и пролиферации, в клетках глиомы линии 087 и дефицитной за сенсорным энзимом эндоплазматический ретикулум 
— ядро-1 сублинии этих клеток. Установлено, что блокада сигнального энзима эндоплазматический ретикулум — ядро-1, 
ключевого стресс сенсора эндоплазматического ретикулума, приводит к снижению уровня экспрессии мРНК циклинов В1, 
B2, C, Gl и T2. Вместе с тем, уровни экспрессии мРНК циклина І и протеина, который связывает кальциклин, а также 
киназы цикл деления клетки-2 (циклин-зависимой киназы-1) и транскрипционного фактора ОМТЕ увеличиваются B 
дефицитных по энзиму эндоплазматический ретикулум — ядро-1 клетках глиомы. Было также показано, что уровень 
экспрессии мРНК большинства исследованных генов также уменьшался в условиях гипоксии и при отсутствии в среде 
глюкозы или глютамина как у контрольных, так и в дефицитных по энзиму эндоплазматический ретикулум — ядро-1 
клетках глиомы, но уровень экспрессии циклина СІ и I, а также ингибитора 1A циклин-зависимых киназ увеличивался B 
этих условиях. Таким образом, результаты этой работы убедительно свидетельствуют о зависимости уровня экспрессия 
большинства исследованных генов, которые кодируют синтез циклинов и циклин-зависимых протеинов, от функции 
сигнального энзима эндоплазматический ретикулум — ядро-1 как в нормальных условиях, так и при гипоксии, а также B 
условиях отсутствия глютамина и глюкозы, и которые возможно принимают участие в реакции адаптации клеток к стрессу 
эндоплазматического ретикулума, связанного с этими факторами. 


Ключевые слова: экспрессия мРНК, циклинь ВІ, В2, С, СІ, Н, Ги Т2, цикл деления клетки-2, клетки глиомы, 
эндоплазматический ретикулум - ядро-1, гипоксия, отсутствие глюкозы или глютамина в среде 
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Для определения величины насыщения венозной крови кислородом SvO, использована Дыхательная компонента 


фотоплетизмограммы, 


снятой пульсоксиметрическим датчиком. 


Частота дыхательного ритма определяется по 


соответствующему пику амплитудно-частотного спектра, дыхательные колебания выделяются Фурье-фильтром, значения 
SvO, вычисляются по отношению коэффициентов модуляции дыхательных колебаний на двух длинах волн. Представлены 
результаты измерений SvO, Ha пальцах руки, виске и мочке уха людей в нормальном состоянии. Для повышения 
надежности измерений SvO, предложен способ звуковой синхронизации дыхательного ритма. 


Ключевые слова: кислородный обмен, сатурация венозной крови, пульсоксиметрия, дыхательный ритм. 


ВВЕДЕНИЕ 


Величина насыщения (сатурации) венозной крови 
кислородом SvO» является показателем кислородного 
обмена в тканях, отражая баланс между доставкой 
кислорода и потребностью в нем тканей. При 
снижении объемного кровотока в ткани (ишемии) или 
пониженном содержании кислорода в артериальной 
крови (гипоксии) образуется тканевой дефицит 
кислорода, и включается компенсаторный механизм, 
увеличивающий экстракцию кислорода из 
артериальной крови, что приводит к снижению его 
содержания в венозной крови [1]. За счет этого в 
нормальных условиях потребление кислорода тканью 
мало зависит от его доставки. В критических 
состояниях компенсаторный механизм истощается, и 
потребление кислорода становится зависимым от его 
доставки, возникает анаэробный метаболизм. 

Клинический мониторинг 5У0О», наряду с другими 
гемодинамическими и биохимическими показателями, 
позволяет осуществить рациональный подход к 
лечению больных в критическом состоянии. Могут 
быть приняты меры для повышения доставки 
кислорода за счет увеличения сердечного выброса, 
уровня гемоглобина или парциального давления 
кислорода; в то же время, потребление кислорода 
может быть уменьшено седативными средствами, 
аналгетиками,  жаропонижающими средствами и 
искусственной вентиляцией легких. Целевое значение 
SvO, зависит от клинической ситуации. При 
состояниях с высоким сердечным выбросом оно выше 
(270%), a с низким — ниже (~60%). Важность 
мониторинга SvO» была впервые продемонстрирована 
у кардиологических пациентов [2], а с тех пор 
показания для такого мониторинга расширились на 


другие области, и известно его использование у 
пациентов с тяжелыми травмами [3], больных с 
сепсисом и септическим шоком [4] и в других 
клинических ситуациях [5]. 

Непрерывный мониторинг насыщения венозной 
крови кислородом в тяжелых клинических случаях 
осуществляют с помощью модификаций катетера 
легочной артерии с волоконной оптикой на основе 
принципов отражательной спектрофотометрии [6]. 
Главным недостатком метода является травматичность 
и возможные осложнения, что ограничивает его 
использование в клинике. Альтернативой является 
определение ЗУО› периодическим забором крови с 
последующими измерениями на спектрофотометре 
(СО-оксиметре), также инвазивная процедура, которая 
не обеспечиваєт должной оперативности. 

С другой стороны, хорошо известно применение 
пульсоксиметров для неинвазивного измерения 
величины сатурации артериальной крови. Форма волны 
фотоплетизмограммы, регистрируемой пульсокси- 
метром, содержит две составляющие, одна из которых 
соответствует пульсирующей в сосудах крови и дает 
переменный сигнал, а вторая обусловлена общим 
объемом крови и ткани и дает постоянный сигнал; их 
отношение является коэффициентом модуляции. В 
пульсоксиметрах используются две длины волны света, 
в красной и в ближней ИК области спектра. В области 
650 нм восстановленный гемоглобин 
(деоксигемоглобин) поглощает больше света, чем 
оксигемоглобин, а в области 940 нм наоборот. 
Значение сатурации артериальной крови — SvO» 
вычисляется из отношения коэффициентов модуляции 
сигнала на каждой из длин волн. Пульсоксиметр 
калибруется измерением указанного отношения с 
одновременным забором артериальной крови для 
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измерения насыщения кислородом in vitro или C 
использованием калибровочных таблиц и графиков для 
известных спектральных характеристик источников 
излучения [7]. Эффективность пульсоксиметров в 
измерении насыщения артериальной крови кислородом 
обусловлена наличием пульсаций артериальной крови, 
производимых сердцем. В венозной крови сердечные 
пульсации отсутствуют, поэтому непосредственно 
отделить вклад венозного отдела в оптический сигнал 
ДОВОЛЬНО СЛОЖНО. 

В литературе описаны различные 
экспериментальные подходы к измерению SvO» по 
искусственно вызванным локальным изменениям 
объема венозной крови. Например, предложенные 
подходы включают венозную окклюзию в конечностях 
[8, 9], наклон головы пациента вниз [10], частичную 
окклюзию яремной вены [11], или искусственную 
вентиляцию легких [12]. Во всех описанных методах 
SvO2 измеряется оптически как отношение между 
увеличениями концентрации  оксигемоглобина и 
полной концентрации гемоглобина, вызванными 
увеличением объема венозной крови. 

Цель настоящей работы состояла в разработке 
оптического метода измерения сатурации венозной 
крови, не требующего для своей реализации сложного 
оборудования и выполнения травматичных для 
пациента процедур, обеспечивающего одновременное 
измерение сатурации артериальной и венозной крови 
на различных участках тела человека. 

В представленной работе для неинвазивных 
измерений сатурации венозной крови применен 
подход, основанный на представлении о том, что 
колебательные компоненты окси- и деоксигемоглобина 
с частотой дыхания представляют преимущественно 
венозный отдел [12]. Поскольку растяжимость вен 
значительно выше, чем артерий, определенное 
изменение давления крови вызывает значительно 
большее изменение объема вен по сравнению с 
артериями. При нормальном дыхании фаза вдоха 
включает уменьшение внутригрудного давления и 
возрастание градиента давления между 
периферической венозной системой и венами грудной 
полости. Это вызывает отток крови из внегрудных вен 
во внутригрудные сосуды и сердце. Благодаря 
венозным клапанам, венозный приток увеличивается 
при вдохе больше, чем уменьшается при выдохе. 
Получается эффект так называемого дыхательного 
насоса, способствующего венозному возврату крови с 
периферии. В результате действия дыхательного 
насоса периферический объем венозной крови 
колеблется с частотой дыхания, уменьшаясь во время 
вдоха и увеличиваясь во время выдоха. Исходя из 
этого, в настоящем исследовании для измерений 
сатурации венозной крови были использованы 
дыхательные ритмы фотоплетизмограмм. 


МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ 
Фотоплетизмограммы записывались c 
использованием пульсоксиметрических датчиков 


проходящего света для пальца и мочки уха и датчика 


Есьман С.С., Мамилов С.А., Трушина В.А. 


рассеянного света на базе стандартной 
пульсоксиметрической пары светодиодов с длинами 
волн излучения 660 и 940 нм и кремниевого 
фотодиода. Управление сигналами осуществлялось 
измерительным блоком, включающим схему 
формирования импульсов питания светодиодов, 
коммутатор, входной усилитель сигнала фотодиода, 
АЦП и интерфейсную плату для связи с 
персональным компьютером, оснащенным 
соответствующим программным обеспечением [13]. 
Измерительный блок работает с разделением каналов 
во времени; частота опроса fop = 348 Гц. Запись 
фотоплетизмограмм проводилась на протяжении 15- 
17 циклов дыхания. 

Из записанных фотоплетизмограмм определялись 
коэффициенты линейной регрессии и корреляции 
сигналов красного и ИК каналов с дискретностью 
У/опр = 2,87 Mc. По изменениям парного коэффициента 
корреляции оценивалось качество сигнала — при 
наличии резких скачков и падении коэффициента 
ниже 0,95 запись исключалась из дальнейшего 
анализа. Коэффициент линейной регрессии имеет тот 
же физический смысл, что и отношение 
коэффициентов модуляции сигналов на двух длинах 
волн, но дает возможность определить величину 
сатурации артериальной крови SaO, за промежуток 
времени, меньший длительности кардиоцикла [14]. 
Значения SaO рассчитывались с той же 
дискретностью l/fo,», временной ход кривой также 
позволял оценить качество сигнала Ниже в 
результатах эксперимента везде приводятся средние 
значения SaO». 

Для вычисления значений венозной сатурации 
осуществлялось Фурье-преобразование сигналов с 
получением их амплитудно-частотных спектров. Из 
спектров определялась частота максимума 
дыхательных колебаний и Фурье-фильтром 
выделялась составляющая дыхательного ритма. По 
выделенным дыхательным колебаниям для двух длин 
волн определялось отношение коэффициентов 
модуляции дыхательного ритма, по которому 
вычислялось величина насыщения венозной крови 
кислородом | SvO; с применением той же 
калибровочной кривой, что и для вычисления SaO». 

Измерения сатурации венозной крови 
проводились у семи здоровых добровольцев в 
возрасте от 19 до 60 лет на пальцах руки, виске и 
мочке уха. Данные обрабатывались с применением 
программы вычисления сатурации артериальной 
крови [14] и стандартного набора программ 
приложения OriginPro 7.5 (быстрое преобразование 
Фурье, Фурье-фильтр, статистика). 

Прямое амплитудное преобразование Фурье 
осуществлялось методом окна по Хану с 
нормализацией амплитуды. К сигналу применялся 
узкополосный Фурье-фильтр с центром на частоте 
дыхания и шириной полосы до 0,01 Гц, с 
компенсацией постоянной составляющей. По 
массивам данных сигналов после фильтрации 
считалась статистика - средние значения, интервал 
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(коэффициент модуляции); для вычисленных 
значений SaO) и SvO; средние значения, 
среднеквадратичные отклонения, интервал. Наличие 
или отсутствие достоверных отличий оценивалось по 
1-критерию Стьюдента. 


РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ 


Ha рис. la показаны сигналы типичной пары 
фотоплетизмограмм, записанной на пальце в красном 
и инфракрасном каналах (сплошные линии). На 
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приведенных фотоплетизмограммах ВИДНЫ 
дыхательные волны с периодом, приблизительно в 6 
раз превышающим период сердечных сокращений. На 
рис. 16 приведен амплитудный Фурье-спектр данного 
сигнала (ИК канал). Максимум на частоте 1,39 Гц 
соответствует частоте сердечных сокращений, а 
максимум на частоте 0,233 Гц - дыхательному ритму. 
Применяя к исходному сигналу Фурье-фильтр в 
полосе 0,232 0,234 Гц, получаем выделенные 
дыхательные волны (пунктир на рис. 1a). 
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Рис. 1. Фотоплетизмограммы красного и ИК каналов, выделенные Фурье-фильтром дыхательные волны (а) и амплитудный 
Фурье-спектр сигнала ИК канала (б). ЧСС - частота сердечных сокращений, ЧД - частота дыхания. 
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Рис. 2. Фотоплетизмограммы красного и ИК каналов, записанные на виске датчиком рассеянного назад света 


амплитудно-частотный спектр сигнала ИК канала (б). 


Всего в этой серии экспериментов записано и 


обработано 42 пары фотоплетизмограмм с 
использованием трех пальцевых пульсокси- 
метрических датчиков. Вычисленные значения 


величины ЗУО› находились в диапазоне от 75,0 до 
81,4% (79,4 + 1,9%) при величине SaO, в диапазоне от 
92,6 до 95,6% (94,3 + 0,9%). 

Для диагностики критических состояний больных 
важным показателем является величина насыщения 
венозной крови головного мозга. Поэтому 
представляют интерес методы и аппаратура, 
позволяющие проводить неинвазивные измерения 
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5УО: в непосредственной близости от этого органа, 
т.е. на голове человека. 

Трудности таких измерений связаны с 
необходимостью использования пульсоксиметричних 
датчиков рассеянного назад света, которые дают более 
слабый сигнал по сравнению с пальцевыми датчиками 
проходящего света и, соответственно, меньшие 
коэффициенты модуляции пульсовой, а тем более, 
дыхательной волны. 

С целью нахождения оптимальной для 
определения сатурации венозной крови локализации 
измерений был проведен ряд экспериментов с 
записью фотоплетизмограмм на разных участках 
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TOJIOBBI H IIICH: лоб, висок, область сонной артерии. 
Относительно стабильные сигналы 
фотоплетизмограмм были получены на лбу и виске, 
при этом наиболее выраженные пульсовые и 
дыхательные ВОЛНЫ И высокие значения 
коэффициентов модуляции получены при измерениях 
в области височной вены. В других местах отмечалась 
значительная нестабильность сигнала, связанная с 
непроизвольными движениями тела. 

Еще одним препятствием на пути к надежному 


определению SvO, является нестабильность 
дыхательного ритма. На рис. 2a приведен 
соответствующий пример фотоплетизмограмм 


красного и ИК каналов, записанных на виске, а на 
puc. 26 — амплитудно-частотный Фурье-спектр 
сигнала. 

Если на приведенном Фурье-спектре можно 
различить частоту сердечных сокращений в области 
1,5 Гц, то частоту дыхательного ритма (область 0,2— 
0,3 Гц) определить довольно сложно. Соответственно, 
выделение дыхательного ритма Фурье-фильтрацией 


исходного сигнала связано с некоторой 
неоднозначностью. 
Для повышения надежности определения 


насыщения венозной крови кислородом и ускорения 
процедуры обработки записанных сигналов была 
использована звуковая синхронизация дыхательного 
ритма. С этой целью был записан и скомпилирован 
набор звуковых треков дыхания со строго 
постоянными частотами ритма в физиологическом 
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диапазоне (0,18-0,4 Гц). Образец звукового трека с 


частотой 0,238 Гц приведен на рис. 3. 
60 
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Pnc. 3. Запись сигнала звуковой синхронизации 
дыхательного ритма. 
Пример фотоплетизмограммы, записанной 


датчиком рассеянного света на виске со звуковой 
синхронизацией дыхательного ритма, приведен на 
рис. 4а. На фотоплетизмограмме отчетливо видна 
модуляция пульсовой волны дыхательным ритмом. На 
соответствующем спектре Фурье (рис. 46) легко 
идентифицируются максимумы частоты сердечных 
сокращений (1,53 Гц) и частоты дыхания (0,203 Гц). 
Применение Фурье-фильтра K сигналам 
фотоплетизмограммы на интервале частот 0,202-0,204 
Гц дает выделенные дыхательные колебания, 
представленные пунктиром на рис. 4а. Из них 
определяется отношение коэффициентов модуляции и 
вычисляется величина сатурации венозной крови 
кислородом (8У0О = 79,8%). Величина артериальной 
сатурации определяется из исходной фотоплетизмо- 
граммы и в данном случае составляет 96,0%. 
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Рис. 4. Фотоплетизмограммы красного и ИК каналов, выделенные Фурье-фильтром дыхательные волны (а) и амплитудно- 
частотный спектр сигнала (6), записанного с синхронизацией дыхательного ритма. 


В данной серии экспериментов было записано 36 
пар фотоплетизмограмм на виске здоровых людей, 
как со звуковой синхронизацией дыхательного ритма, 
так и без нее. Вычисленные величины сатурации 
венозной крови находились в интервале от 76,5 до 
80,2%, среднее значение SvO = 79,4 + 0,8% при 
значениях сатурации артериальной крови SaO, = 95,4 
+ 1,3% в интервале от 93,3 до 97,8%. 

Еще одна серия экспериментов по измерению 
сатурации венозной крови на голове человека была 
проведена в проходящем свете с использованием 


ушного пульсоксиметрического датчика-прищепки. 
Измерения проводились c синхронизацией 
дыхательного ритма. Среднее значение сатурации 
венозной крови по данным 15 измерений составило 
SvO; = 79,8 + 0,5 % (интервал значений от 78,9 до 80,7 
%) при значении сатурации артериальной крови 5аО» 
= 97,6 = 1,1 % (от 95,1 до 98,3 %). Полученные 
значения достоверно не отличаются от величин, 
полученных датчиком рассеянного света на виске 
человека, также как и от значений SvO», измеренных 
на пальце человека в нормальном состоянии. 
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Результаты данной работы по значениям сатурации 
венозной крови у здоровых людей в нормальном 
состоянии согласуются с результатами других 
исследователей. Так, в работе [15] методом разрешения 
во времени с использованием тканевого спектрометра 
измерялась локальная венозная  сатурация на 
внутренней и внешней медиальных мышцах бедра 
здоровых людей. В первом случае датчик размещали 
над видимой веной, и полученные в нормальных 
условиях значения SVO, находились в пределах от 69 
до 85 % (в среднем 77 + 5%), а во втором - вдали от 
видимых вен, с полученными значениями SvO» or 76 
до 90 % (в среднем 84 = 5 %). 

Трактуя значения венозной сатурации, полученные 
оптическими методами, необходимо учитывать, что 
полностью изолировать вклад венозной крови от 
вклада артериальной довольно сложно любым 
неинвазивным путем. Это вытекает и из анализа 
результатов исследований других авторов. 

В [16] исследовалась связь между сатурацией 
мышечной ткани 80 и смешанной венозной 
сатурацией 5УО; у пациентов с тяжелой сердечной 
недостаточностью и септическим шоком. Тканевая 
сатурация измерялась на возвышении большого пальца 
кисти с помощью спектроскопии ближнего ИК 
диапазона. Использовался монитор тканевой 
оксигенации, разработанный для измерений локальной 
сатурации мышечных тканей. Венозная сатурация 
определялась СО-оксиметрией проб крови, забор 
которых производился через катетер легочной артерии. 
Показано, что в случаях, не сопровождаемых тяжелым 
септическим шоком, имеет место корреляция между 
тканевой и венозной сатурацией, при несколько 
больших значениях тканевой сатурации 
(приблизительно на 3-5%). У здоровых добровольцев 
МО: составляла 84 + 4%, у пациентов с острой 
сердечной недостаточностью - 58 + 13%. 

Следует отметить, что измеряемая в [16] тканевая 
сатурация 50 представляет средневзвешенное 
насыщение венозной, артериальной и капиллярной 
крови кислородом. Значения StO» лежат в промежутке 
между величинами артериальной и локальной 
венозной сатурации, причем ближе к последней, 
поскольку объем венозной крови превышает объем 
артериальной. Несмотря на то, что измерения тканевой 
сатурации могут иметь полезное диагностическое 
значение, они сами по себе не обеспечивают 
достаточной информации для оценки состояния 
утилизации кислорода в тканях. Для последнего 
необходима информация о значениях сатурации 
артериальной и венозной крови одновременно. 

Предложенная в настоящей работе методика 
измерений венозной сатурации по дыхательному 
ритму обеспечивает одновременное определение SaO» 
И $УО.. 

Еще одним неинвазивным методом определения 
сатурации венозной крови является пульсоксиметрия с 
применением искусственно созданной механической 
модуляции объема венозной крови [17-19]. 
Искуственную модуляцию осуществляют с помощью 
пальцевого пульсоксиметрического датчика, 


соединенного с электроприводом механически или 
посредством надувной манжеты с перистальтическим 
насосом. Частота искусственной модуляции 
выбирается выше частоты сердечных сокращений (от 2 
до 7 Гц), а амплитуда колебаний может быть 
превышающей модуляцию светового сигнала пульсом 
(3-5%), либо значительно меньше пульсовой (менее 
0,1%). В первом случае сатурация венозной крови 5У0»2 
определяется прямой подстановкой данных 
фотоплетизмограмм в стандартную программу 
вычисления сатурации артериальной крови SaO», но 
при этом нельзя одновременно вычислять SaO»; во 
втором случае | Фурье-фильтрами разделяются 
пульсовая и механическая составляющие, и значения 
сатурации артериальной и венозной крови 
вычисляются параллельно. Однако при этом на 
точность измерений негативное влияние может 
оказывать наложение на частоту модуляции гармоник 
частоты сердечных сокращений и комбинационных 
частот. 

Метод искусственной механической модуляции за 
счет большей частоты колебаний требует меньшего 
времени сбора данных по сравнению с методом 
выделения дыхательного ритма, но его применение 
ограничено пальцевыми датчиками. Метод 
дыхательного ритма, с другой стороны, не требует 
применения никаких внешних устройств механической 
модуляции, дает возможность регистрировать сигнал в 


рассеянном назад свете и, соответственно, на 
различных участках тела. 
ВЫВОДЫ 


В работе предложен неинвазивный оптический 
метод измерения насыщения венозной крови 
кислородом на основе выделения дыхательного ритма 
из Фурье-спектра фотоплетизмограммы. 

Предложенный метод обеспечивает одновре- 
менные измерения сатурации артериальной и 
венозной крови, необходимые для оценки состояния 
утилизации кислорода в тканях. 

Метод не требует применения внешних устройств 
механической модуляции, что дает возможность 
регистрировать сигнал в рассеянном назад свете. При 
этом за счет использования датчиков рассеянного 
назад света решена задача проведения измерений 
сатурации венозной крови не только на пальцах, но и 
других участках тела, в том числе, на голове человека. 

Для повышения надежности измерений SvO; при 
нестабильности частоты дыхания предложен способ 
звуковой синхронизации дыхательного ритма. 

Результаты измерений сатурации венозной крови 
в различных локализациях свидетельствуют о том, что 
метод заслуживает дальнейшего развития и оценки в 
клинических условиях. 
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HEIHBA3HBHI ВИМІРЮВАННЯ ВЕЛИЧИНИ НАСИЧЕННЯ ВЕНОЗНОЇ КРОВІ КИСНЕМ 
Єсьман С.С., Мамілов С.О., Трушина В.А. 


Для визначення величини насичення венозної крові киснем SVO, використано дихальний компонент фотоплетизмограми, 
знятої пульсоксиметричним датчиком. Частота дихального ритму визначається за відповідним піком амплітудно-частотного 
спектру, дихальні коливання виділяються Фур'є-фільтром, значення SvO; обчислюються з відношення коефіцієнтів 
модуляції дихальних коливань на двох довжинах хвиль. Представлено результати вимірювань SVO, на пальцях руки, скроні 
і мочці вуха людей у нормальному стані. Для підвищення надійності вимірювань SVO, запропонований спосіб звукової 
синхронізації дихального ритму. 


Ключові слова: кисневий обмін, сатурація венозної крові, пульсоксиметрія, дихальний ритм. 


NONINVASIVE MEASUREMENTS ОК VENOUS BLOOD SATURATION WITH OXYGEN 
Yesman S.S., Mamilov S.A., Trushina V.A. 


For determination of venous blood saturation with oxygen SvO), the respiratory component of the photoplethysmogram recorded 
with pulse-oximetry sensor is used. Frequency of respiratory rhythm is determined by corresponding peak of the amplitude- 
frequency spectrum, respiratory oscillations are separated with Fourier-filter, SvO; values are calculated from the ratio of modulation 
coefficients of respiratory oscillations at two wavelengths. Results of SvO; measurements on fingers, temple and ear lobe of people 
in normal state are presented. For enhanced reliability of SvO; measurements a method of acoustic synchronization of respiratory 
rhythm is proposed. 


Key words: oxygen exchange, venous blood saturation, pulse oximetry, respiratory rhythm. 
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В стані пролонгованого спокою характер нейрофізіологічних змін ЕЕГ людини в певній мірі обумовлюється типом її 


емоційної реакції на перебіг досліду. 


Ключові слова: ЕЕГ, стан пасивного неспання, тип емоційної реакції (тест В.В.Бойко). 


ВСТУП 


Насьогодні взаємозв'язок емоційної сфери 
людини та її співвідношення з функціонуванням 
головного мозку є однією з основних проблем 
нейронаук. Емоції, за визначенням [1] є особливим 
класом психічних процесів і станів, що пов'язані 3 
потребами і мотивами, відображаються у формі 
безпосередніх суб'єктивних переживань значущості 
явищ та ситуацій. 

У такому розумінні емоції супроводжують 
практично будь-які прояви життєвої активності людини, 
активуючи в тій чи іншій мірі різноманітні фізіологічні 
системи організму. Так, дослідження останніх років 
показали, що існують кореляційні зв'язки між 
електроенцефалографічними показниками роботи мозку 
1 функціональними характеристиками поточного стану 
людини, зокрема його емоційним станом [2-5]. 

В попередніх роботах нами було показано [6], що 
достатньо довге (до 10 хв.) перебування людини в стані 
пролонгованого спокою (вимушеної бездіяльності) є для 
неї певним психо-емоційним навантаженням, що 
викликає зміни функціонального стану і 
супроводжується розвитком  когнітивно-активаційних 
психічних процесів. 

Тому метою нашого подальшого дослідження було 
вивчення особливостей мозкового електрогенезу, які 
супроводжують стан пасивного неспання у людини в 
залежності від її емоційних характеристик, зокрема від 
типу емоційної реакції індивіда. 


МАТЕРІАЛИ І МЕТОДИ 


В експериментах приймали участь 26 студентів- 
волонтерів (вік 18-25 років), обох статей, без скарг на 
здоров'я на момент проведення обстежень. Під час 
реєстрації ЕЕГ, обстежувані знаходились в спеціально 


обладнаній камері  (затемненій,  екранованій та 
звукоізольованій) в зручному, напівлежачому положенні 
із заплющеними очима. 

Перед початком запису електроенцефалограми 
досліджувані отримували інструкцію сидіти спокійно, 
не рухаючись та не відкриваючи очей, проте при цьому 
ні в якому випадку не засинати. Після отримання 
інструкції 1 певного часу для адаптації людини до умов 
експерименту (1-2 хв.) власне 1 починалась реєстрація 
ЕЕГ. Час реєстрації електричної активності головного 
мозку був пролонгованим - 10 хвилин: перші 3 хвилини 
запису вважались тим загальним фоном, по відношенню 
до якого в подальшому і проводився порівняльний 
аналіз нейродинаміки стану тривалого спокою. 

Запис та первинний аналіз ЕЕГ проводили на базі 
електроенцефалографічного комплексу EEG-16S 
(MEDICOR, Угорщина) - IBM PC AT від симетричних 
лобних (F3, F4), тім'яних (P3, РА), потиличних (Ol, O2) 
та скроневих (13, T4) відведень за міжнародною схемою 
10-20%. В якості референтного використовувався 
об'єднаний вушний електрод. Міжелектродний опір був 
меншим за 5 кОм. Частота дискретизації аналогового 
сигналу дорівнювала 100 Гц, ЕЕГ записувалась 
щохвилини, тривалість запису - 20 сек. Фільтр високих 
частот був встановлений на 30 Гц, постійна часу 
становила 0.3 с. При аналізі спектрального складу ЕЕГ 
використовували швидке перетворення Фур'є. Епоха 
аналізу становила 5,12 с, епоха усереднення - 0,64 с. 
Визначались наступні параметри ЕЕГ: абсолютна (СП, 
MKB’) та відносна (ВСП, %) спектральна потужність 0-, 
a- та В-діапазонів, а також їх піддіапазонів: 01 - 4,0-6,0 
Гц; 02 - 6,0-7,5 Гц; al - 7,5-9,5 Гц; 02 — 9,5-11,0 Гц; a3 — 
11,0-13,0 Гц; B1 - 13,0-20,0 Гц; B2 - 20,0-25,0 Гц. ВСП 
розраховувалась як відношення спектральної 
потужності певного діапазону до сумарної потужності 
досліджуваної області спектра. Крім того, визначались 
середні рівні когерентності (СРК) у цих діапазонах. Слід 
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відмітити, що аналізуючи зміни CPK, розглядалась 
кількість пар відведень в яких вони спостерігались та їх 
топографічний розподіл. 

Тип емоційної реакції людини на вплив стимулів 
навколишнього середовища визначали за тестом 
В.В.Бойко [7], в якому автор вводить таке поняття, як 
формула перетворення зовнішніх і внутрішніх впливів в 
позитивну, негативну або нейтральну енергію станів i 
поведінкових актів. Він виділяє стійкі індивідуальні 
стереотипи емоційної поведінки - "ейфорічна активність 
зовні", "рефрактерна активність усередину", 
“дисфорічна активність зовні". “Ейфорічна активність 
зовні" характеризується тим, що емоційна енергетика 
перетворюється в позитивні психічні стани і вчинки, 
направлені на справу, на тих, що оточують. 
“Рефрактерна активність усередину” енергетичний 
потенціал звертається на самого індивіда 1 блокує або 
загальмовує його поведінку або деякі психічні прояви. 
“Дисфорічна активність зовні" - енергетика зовнішніх 
дій виливається в негативні поведінкові акти і психічні 
стани, направлені на навколишнє середовище, на інших 
людей. Для кожного з цих стереотипів характерними є 
певні поведінкові прояви. Залежно від обставин і оцінки 
ситуації у людини може спрацьовувати одна з трьох 
форм перетворення емоційної енергії, в той же час у 
кожного є домінуючий стереотип який і визначався в 
результаті даного тестування. 

Для вивчення зв'язку між емоційним станом людини 
та змінами її ЕЕГ-параметрів використовували рангові 
кореляційні коефіцієнти Спірмена. Розглядали лише 
значущі коефіцієнти кореляцій (p«0.05), величина яких 
по модулю була вищою за 0.3. Для кожного відведення 
окремо оцінювали зв'язок фонових значень абсолютної 
та відносної спектральної потужності 1 рівнем 
когерентності (п-283) з індивідуальними емоційними 
характеристиками. Крім того, визначали рівень 
кореляцій між даними психологічного тестування та 
змінами згаданих EET -параметрів протягом 
пролонгованого стану спокою (11 хвилин). Значущість 
змін досліджуваних ЕЕГ-параметрів оцінювали за 
допомогою непараметричного критерію знакових 
рангових сум Вілкоксона, реалізованому в програмному 
пакеті “Statgraphics 5.1" (Manugistics, Inc.). 


РЕЗУЛЬТАТИ TA ЇХ ОБГОВОРЕННЯ 


Згідно отриманим даним вираженість у 
обстежуваних типу реагування «ейфорична активність 
зовні» (Е) прямо корелює зі змінами показників 
спектральної потужності майже всіх ритмів ЕЕГ 
(рис.1). Зокрема, відмітимо пряму кореляцію 
вираженості “Е” зі змінами СП 01- в правому 
скроневому та негативну з ВСП 02- в лівому 
скроневому відведенні. 

На даний час зв'язок змін 0-коливань когнітивно- 
активаційними компонентами емоційного реагування 
вже не викликає сумнівів [8, 9]. 


Зокрема, згідно [10, 11) збільшення потужності 
01-активності асоціюють з процесами концентрації 
уваги. 

На даний час більшість дослідників пов'язують 
передні праві зони неокортексу людини саме з 
механізмами регуляції емоційної діяльності та 
обробкою образної інформації [8, 9, 12, 13]. 

Треба зауважити, що аналізуючи взаємозв'язок 
вираженості даної емоційної реакції зі змінами 
електрогенезу головного мозку людини треба ще раз 
згадати умови нашого дослідження, а саме, 
інструкцію "Не спати", надану перед початком 
дослідження, яка може ініціювати у індивіда процеси 
довільної уваги. 


B той же час, згідно даним літератури 
десинхронізація тета-ритму може відображати 
індукцію когнітивної стратегії перемикання від 


зовнішнього фокусу уваги до внутрішнього [14]. 

Крім того, показаний зв'язок викликаної 
десинхронізації біопотенціалів 0- ритму з виконанням 
завдань | образно-просторового характеру, що 
вимагають утримання просторових характеристик 
стимул-реакції в короткочасній пам'яті [15]. 

Таким чином, одержані кореляційні зв'язки між 
вираженістю "E" та змінами показників тета-ритму 
скоріше всього вказують на те, що у людей з 
тенденцією до типу емоційного реагування 
“ейфорична активність зовні” умови нашого 
дослідження сприяли у них розвитку “розслабленої 
концентрації” уваги [16] та перемикання фокусу уваги 
від зовнішніх до внутрішніх процесів. В цьому аспекті 
представляються цікавими нейрофізіологічні 
уявлення про те [17], що тривале знаходження 
людини в стані пасивного неспання може приводити 
до розвитку певних змін свідомості, для яких 
характерне переключення уваги від зовнішнього світу 
до обробки внутрішньої психічної інформації. 

Результати подальшого аналізу вивчаємих 
кореляційних зв'язків підтвердили наше припущення. 

Так, вираженість у індивіда типу реагування “Е”. 
прямо корелювала з СП а-ритму в основному в лівій 
півкулі, причому ці закономірності стосувались всіх 
піддіапазонів (01- ліве потиличне; 02- ліве лобне та 
потиличне, праве скроневе та Q3- обидва тім'яних, 
ліве скроневе та потиличне відведення), а також з 
ВСП а 2- (ліве лобне відведення) (рис. 1). 

Відомо, що альфа-ритм ЕЕГ є своєрідною 
характеристикою оптимального стану кори великих 
півкуль, а зростання його потужності розцінюється, як 
зменшення рівня функціональної активності мозку, 
що в певній мірі пов'язане з розслабленням 1 спокоєм 
людини [18, 19]. 

В той же час, дослідники пояснювали [20]. 
зростання потужності альфа ритму як прояв процесів 
зосередження на внутрішніх процесах - внутрішнє 
“сканування”. На його думку цей стан сприятливий 
для виникнення асоціацій, розвитку уяви, генерації 
ідей. 


ОСОБЛИВОСТІ ДИНАМІКИ МОЗКОВОГО ЕЛЕКТРОГЕНЕЗУ ЛЮДИНИ : . x 129 
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A (ETP : СП a2) 


B (ETP: СП a3) 


Рис. 1. Коефіцієнти кореляцій за ранговим критерієм Спірмена між схильністю до ейфоричного типу реагування 
обстежуваних та змінами потужності 02- (А) i a3- (b) піддіапазонів і коефіцієнта активації (СПР/СПа, B) (e - значущі 


коефіцієнти кореляцій, рх 0.05). 


Разом з тим, результати досліджень [21], в яких 
вивчалась динаміка а-активност! при переході від 
стану притомності до сну, свідчать, що зростання 
потужності низькочастотного Q- діапазону (6-9 Гц.), 
пов'язано з наявністю “зусиль” (1, ймовірно, 
труднощами) для підтримування суб'єктом певного 
рівня неспання, необхідного для взаємодії 13 
зовнішнім середовищем. 

Достатньо очікуваним є і той факт, що чим більше 
виражена у індивіда дана емоційна реакція тим менш 
активована (прямі кореляції з потужністю альфа- 
ритму) ліва півкуля, активація якої певним чином 
пов'язана з оцінкою та аналізом наявної ситуації чи 
асоціюється з когнітивними механізмами тривоги |221. 

В світлі нашого припущення інформативними є і 
наявні прям! зв'язки “Е” зі змінами СП В1- 
піддіапазону (праве тім'яне відведення) та негативні 


кореляції з ВСП В1- (праве скроневе) та f2- 
піддіапазонів (обидва тім'яні та праве потиличне 
відведення). 

Вважається [23] що бета- активність, 
зареєстрована у людини в спокійному стані, є 
показником спонтанних когнітивних операцій, а 
збільшення потужності в діапазоні низькочастотного 
бета-ритму в певній мірі відображає полегшення 
обробки інформації [ 24, 25]. 

Крім того, роботами [26, 27] показано, що, 
зниження потужності В2-ритму може свідчити про 
зниження тривожності людини. 

Не можна не відмітити того, що вираженість цієї 
емоційної реакції негативно корелювала із 
співвідношенням В/а (зниження мозкових 
активаційних процесів) в лівому лобному та правому 
скроневому відведеннях. 
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Таким чином, аналізуючи одержані дані треба ще 
раз відмітити, що загалом перебування обстежуваних 
з типом емоційного реагування «ейфорична 
активність зовні» в стані пасивного неспання на фоні 
обмеження аферентної сенсорної інформації (умови 
проведення дослідження) призводить до зниження 
рівня функціональної активності, яке, завдяки 
останньому, супроводжується зростанням залежності 
організації активност мозку від ендогенних 
механізмів. З часом ці процеси поглиблюються 1 на 
останніх хвилинах експерименту, виявлений перебіг 
змін активаційних процесів в корі головного мозку в 
основному визначався, на наш погляд, власною 
психічною діяльністю людини і супроводжувався 
розвитком певних когнітивно-активаційних психічних 
процесів (мимовільні асоціації, внутрішня мова 1 T.i. 
[28]. 

Цікаво було порівняти кореляції таких 
протилежних по знаку емоційних характеристик як 


"дисфорічна активність зовні" (Д) та  "ейфорічна 
активність зовні" (E) Відмітимо, що більшість 
статистично достовірних кореляцій між вираженістю 
цих емоційних характеристик та змінами параметрів 
ЕЕГ реєструвались в тета-діапазоні в однакових 
відведеннях, але, з протилежним знаком . 

Так, вираженість у осіб домінування такої реакції 
як (Д.) негативно корелювала з СП 91-ритма, та прямо 
- з ВСП тета2- піддіапазону в правому скроневому 
відведенні . 

При цьому треба зауважити, що вираженість даної 
емоційної реакції негативно корелювала з потужністю 


альфа-2 (ліве  тім'яне відведення) та  альфаз3- 
піддіапазонів (обидва лобних та ліве скроневе 
відведення) та ВСП альфа 3 (ліве скроневе 


відведення) та прямо з ВСП бета? -піддіапазону 
(обидва тімних та праве потиличне відведення) 


(рис.2). 
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Рис. 2. Коефіцієнти кореляцій за ранговим критерієм Спірмена між схильністю до дисфоричного типу реагування 
обстежуваних та змінами ЕЕГ-показників: А — потужності а3-піддіапазноу, b - відносної потужності 02-піддіапазону, В — 
середніх рівнів когерентності 02-діапазону (e, Е - значущі коефіцієнти кореляцій, р<0.05). 


При інтерпретації одержаних даних треба 
прийняти до уваги точку зору [29] про те, що тета- 
синхронізація в скронево-потиличній корі правої 
півкулі відображає саме оцінку мотиваційної 
значущості стимул-реакції, а не переживання емоції. 


З іншого боку , згідно [30] зростання потужності 
тета2-піддіапазону в лівій скроні може бути проявом 
зростання психогенної напруги. 

Це припущення підтверджується 1 наявністю 
кореляційних зв'язків вираженості “Д.” з депресією 
альфа ритму в основному в лівій півкулі. 
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Дослідники [31] вважають, що зниження загальної 
потужності ЕЕГ може спостерігатися у людей 3 
проблемною психологічною адаптацією, а висока 
активність лівої півкулі може відображати погіршення 
пристосувальних змін мозку людини [32]. 

Важливим є i той факт, що згідно [33, 34] депресія 
альфа-2 діапазону відображає активацію таких 
важливих когнітивних процесів, як пам'ять i уяви, а 
зниження потужності високочастотного альфа-ритму 
- інтенсифікацію когнітивних процесів 1 когнітивних 
аспектів емоційного реагування. 

Зважаючи на те, що міжпівкульна когерентність є 
показником їх функціонального взаємозв'язку [35] i 
може зменшуватися у людини при стресі [36] цікавим, 
на наш погляд, є негативна кореляція вираженості 
“Д”. з когерентністю Q2- ритму (рис.2). 

Що стосується прямих кореляційних зв'язків 
вираженості “Д.” з ВСП B2 - ритму в обох тім'яних та 
правому  потиличному відведеннях то треба 
зауважити, що асиметричну активацію  тім'яно- 
скроневих областей кори правої півкулі співвідносять 
з механізмами мотиваційної уваги [37], а також 3 
процесами неспецифічної емоційної активації [38]. 

З погляду на сучасні дослідження вважається, що 
В-коливання можуть відображати поточний настрій, 
відчуття, асоціації індивіда, зокрема зміни р2- 
піддіапазону пов'язують з емоційною регуляцією [39]. 

Нагадаємо, що "дисфорічна активність зовні" 
характеризується тим, що енергетика зовнішніх дій 
виливається в негативні поведінкові акти і психічні 
стани, направлені на навколишнє середовище, на 
інших людей. В певній мірі це може бути проявом 
певних невротичних рис, проявом яких є неадекватно 
сильні реакції на зовнішні подразники. Тому, 
здаються цілком закономірними одержані в наших 
дослідженнях результати — для індивідів з вираженою 
“Д.” стан пролонгованого спокою викликає активацію 


внутрішних психологічних процесів, зокрема 
підвищену емоційну реактивність. 
Інші закономірності перебудови електричної 


активності мозку спостерігалась у осіб, для яких 
характерна "рефрактерна" (Р) емоційна реакція. 

В наших дослідженнях вираженість даної 
емоційної характеристики негативно корелювала з CII 
al- піддіапазону в усіх відведеннях правої півкулі 
крім лобних та ВСП al- в правому скроневому), 02 -в 
лівому лобному, та правому скроневому відведеннях 1 
ВСП o2 - ліве лобне відведення (рис.3). 

Виходячи з даних [40,41] зменшення потужності 
EET в al- діапазоні відображає напругу регуляторних 
процесів, пов'язаних 3 підвищеною активністю 
механізмів "пильної" (“alerting”) і "мотиваційної" 
(“motivated”) уваги. 


Підвищена активованість лобної 1 тім'яної кори B 
q2- діапазоні теж є проявом, активації таких важливих 
когнітивних процесів, як пам'ять 1 уяви [42]. 

Аналізуючи одержані дані треба відмітити прямі 
кореляційні зв'язки вираженості "Р". з показниками 
СРК В2-ритму (Рис.3,), причому треба відмітити 
зростання як внутрішньо-, так 1 міжпівкульних 
зв'язків. 

Згідно [43] розширення  корково-коркової 
взаємодії між дистантно віддаленими зонами та 
міжпівкульній кооперації 13 залученням довгих 
корково-коркових зв'язків є необхідною умовою 
протікання когнітивних процесів. Вони показали, що 
в процесі вирішення когнітивних завдань (вербальних 
і невербальних) в стані спокою із закритими очима 
обов'язково бере участь просторова синхронізація 
потенціалів в напрямі передні зони лівої - задні правої 
півкулі. Дану топологію в активному стані мозку 
названо «когнітивною віссю». 

В той же час, [44 | відмітили , що поряд з 
когнітивною віссю для процесу творчої діяльності 
мозку характерна також синхронізація активності 
нейронів по напрямку: права лобна доля — ліва 
потилична. 

При цьому [45] зазначили, що показники 
просторової синхронізації ЕЕГ характеризують не 
процес поширення збудження в нервовій системі, а 
лише умови для його поширення, тобто терміни 
«зв'язок» або «інтеграція» як синоніми процесу 
просторової синхронізації потенціалів слід розуміти 
як потенційну можливість взаємодії місце вихідні 
настройки готовності нервових центрів до переробки 
інформації між нервовими центрами, а не факт цієї 
взаємодії. 

Про певний стан активації свідчить 1 негативні 
кореляції між наявністю цієї емоційної реакції та ВСП 
al- (праве скроневе) та 02- (ліве лобне) під 
діапазонами. 

Відомо, [46], що процеси довільної уваги 
супроводжуються активацією префронтальних зон 
мозку людини. Отже, можна імовірно говорити про 
посилення функції ненаправленої уваги в групі з 
наявністю "P" в умовах нашого дослідження. 

Треба відмітити 1 прямі кореляційні зв'язки даної 
емоційної реакції як з ВСП В2-піддіапазону так i з 
співвідношенням p/a (підвищення мозкових 
активаційних процесів) в правому скроневому 
відведенні. 

Таким чином, для індивідів з вираженою “Р.” 
знаходження в стані пролонгованого спокою 
супроводжується розвитком активаційних психічних 
процесів. 
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Рис. 3. Коефіцієнти кореляцій за ранговим критерієм Спірмена між схильністю до амбівалентного типу 


реагування 


обстежуваних та змінами ЕЕГ-показників: А - потужності 01-піддіапазону, b - потужності 02-піддіапазону, В - середніх 
рівнів когерентності В2-шдд1апазону (e, Е - значущі коефіцієнти кореляцій, р<0.05). 


Вважається, що емоція -— особлива форма 
психічного віддзеркалення, яка у формі 
безпосереднього переживання відображає не 


об'єктивні явища, а суб'єктивне до них відношення. 
Особливість емоцій полягає в тому, що вони 
відображають значущість об'єктів і ситуацій, що 
діють на суб'єкт. 

З цієї точки зору здаються логічними одержані 
нами результати, в яких показано, що особливості 
емоційного реагування людини (визначеного по тесту 
В.В.Бойко) мають місце не тільки на події 
зовнішнього середовища, але навіть і при знаходженні 
людини в стані пролонгованого спокою. 

В цьому сенсі цікаво було би згадати визначення ” 
При домінуванні рефрактерної реакції емоційна 
система сприйняття людини пасує перед різними 
впливами позитивними, негативними і 
амбівалентними. У навколишній дійсності вона 
вибирає переважно амбівалентні стимул-реакції. При 
цьому вона «застряє» в особі, що виражається у 
вигляді переживань неприємного осаду, роздумів, 
прихованого смутку, злості. При домінуванні 
дисфоричної формули позитивні і негативні стимул- 
реакції зводяться до негативних переживань, а 
емоційна система людини в цілому а ваша емоційна 


система в цілому налаштована на негативні стимул- 
реакції.”. 

Підсумовуючи, можна сказати, що довге 
перебування в умовах обмеження сенсорної 
інформації 1 при наявній інструкції викликають у 
індивідів з вираженістю дисфоричного типу 
реагування емоційну реакцію, скоріше всього з 
негативним знаком, а при  рефрактерній реакції - 
внутрішнє напруження. 

В той же час, "Ейфорічна активність зовні" 
характеризується тим, що емоційна енергетика 
перетворюється в позитивні психічні стани і вчинки. 
Тому, умови дослідження, скоріше всього, 
викликають у обстежуваних розвиток ендогенних 
механізмів (мимовільні асоціації, внутрішня мова 1 
T.1.) на фоні певного розслаблення. 

З іншого боку цікавим є не тільки особливості 
змін електричних параметрів головного мозку людини 
в залежності від типу її емоційної реакції, але й 
реакція на надану інструкцію. Показано, [47], що усна 
інструкція "Не спати", отримана перед дослідженнями 
формує у людини певний внутрішній стан, 
інформація про який зберігається в робочій пам'яті, 
що в подальшому в значній мірі визначає просторову 
організацію електричної активності кори півкуль. 
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В ЗАЛЕЖНОСТІ ВІД ТИПУ ЇЇ ЕМОЦІЙНОЇ РЕАКЦІЇ (ТЕСТ БОЙКО) 


І дійсно, відмічене нами зростання ВСП p2- 
діапазону у людей з різними емоційними рисами 
можно пояснити наявністю чи розвитком у 
обстежуваних ендогенних процесів, які є 
направленими на протидію процесам засинання, що в 
свою чергу знаходить своє підтвердження в 
результатах досліджень [48]. 

Дослідження останніх років показали, що основу 
фізіологічного механізму емоцій складають 
ретикулярна формація, яка активізує діяльність 
механізмів мозку 1 центри, що знаходяться в таламусі, 
гіпоталамусі, лімбічній системі i підкоркових вузлах. 

Разом з тим, під емоційними розуміються стани, 
викликані переживанням людиною його відношення 
до зовнішнього світу і до самого себе і які 
характеризуються змінами кількісних 1 якісних 
параметрів відповідей на сигнали зовнішнього 
середовища. 

Таким чином, емоційний стан є тісно пов'язаним 
3 індивідуальною семантичною значущістю 
інформації, що поступає до людини, i € як би 
корекцією, що вноситься людиною у відповідь, яка 
обумовлюється інформаційною структурою 
подразника. Наприклад, можна встановити 
закономірне посилення емоційних станів за мірою 
зростання ціни рішення. Показано, що при фіксованій 
ціні рішення виявляється прямий зв'язок ступеня 
емоційного збудження від величини ентропії, що 
залишається до моменту необхідної видачі рішення 
(недостатність інформації як емоціогений чинник за 
П.В. Симоновим). 

Це положення певним чином пояснює одержаний 
нами зв'язок змін електрогенезу головного мозку 
індивідів протягом пролонгованого стану спокою 
(який в багатьох дослідженнях слугує B якості 
фонового) 1 їх емоційних характеристик. Іншими 
словами, будь-який вид свідомої людської діяльності 
(яка існує навіть в стані пасивного неспання - це 
внутрішня психологічна активність) завжди в тій чи 
іншій мірі пов'язаний з розвитком емоційних станів, 
що, на наш погляд треба враховувати при проведенні 
психофізіологічних експериментів. 


ВИСНОВКИ 


1. Динаміка змін мозкового електрогенезу 
людини як реакції на стан пролонгованого спокою 
(вимушеної бездіяльності) має свої особливості в 
залежності від індивідуальних емоційних 
характеристик індивіда, визначених за тестом 
В.В.Бойко 

2. Знаходження досліджуваних з домінуванням 
"Рефрактерної активності | усередину" стан 
пролонгованого спокою супроводжується 
розвитком загальних активаційних психічних 
процесів. 

3. У індивідів з вираженою "Дисфорічною 
активністю зовні" стан пролонгованого спокою 
викликав підвищення емоційної реактивності. 


4. У людей з тенденцією до типу емоційного 
реагування "Ейфорична активність зовні" умови 
нашого дослідження сприяли у них розвитку 
"розслабленої концентрації" уваги та перемикання 
фокусу уваги від зовнішніх до внутрішніх процесів. 
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ОСОБЛИВОСТІ ДИНАМІКИ МОЗКОВОГО ЕЛЕКТРОГЕНЕЗУ ЛЮДИНИ В СТАНІ ПРОЛОНГОВАНОГО СПОКОЮ 135 
В ЗАЛЕЖНОСТІ ВІД ТИПУ ЇЇ ЕМОЦІЙНОЇ РЕАКЦІЇ (ТЕСТ БОЙКО) 


ОСОБЕННОСТИ ДИНАМИКИ  МОЗГОВОГО  ЗЛЕКТРОГЕНЕЗА ЧЕЛОВЕКА В  СОСТЯНИЙ 
ПРОЛОНГИРОВАННОГО ПОКОЯ B ЗАВИСИМОСТИ ОТ ТИПА ЕГО ЗМОЦИОНАЛЬНОЙ PEAKIIHH 
(ТЕСТ БОЙКО) 


Зима И.Г., Пискорская Н.Г., Крижановский С.А., Тукаев C.B., Залевская О.В., Макарчук H.E. 
В состоянии пролонгированного покоя характер нейрофизиологических изменений ЕЕГ человека в определенной мере 
обусловливается типом ее эмоциональной реакции на ход опыта. 


Ключевые слова: ЭЭГ, состояние пассивного бодрствования, тип эмоциональной реакции (тест В.В.Бойко). 


FEATURES OF DYNAMICS OF BRAIN ELECTROGENESIS OF THE PERSON IN THE STATE OF PROLONGED 
REST DEPENDING ON THE TYPE OF HIS EMOTIONAL REACTION (TEST OF BOYKO) 


Zyma І., Piskorska N., Kryzhanovskiyi S., Tukaev S., Zalevska O., Makarchuk М. 


The dynamics of the electrical activity changes of brain of human in the guiescent mode is stipulated by their type of its emotional 
reaction on motion of experience psychological characteristics. 


Key words: EEG, guiescent mode, type of the emotional reaction (test of the Boyko) 
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Робота присвячена дослідженню ключових компонентів системи трансдукції сигналу та особливостей процесів 
вільнорадикального окиснення ліпідів за умов злоякісного росту карциноми Герена і променевої терапії. На підставі 
проведених досліджень встановлено, що опромінення призводить до змін значень пероксидного окислення ліпідів та 
молекулярних механізмів трансдукції сигналу за умов злоякісного росту. Порушення процесів пероксидації в результаті 
опромінення супроводжувалося змінами активності аденілат- та гуанілатциклаз, вмісту ЦАМФ та цГМФ, а також ферментів, 
активність яких модулюється вищезазначеними чинниками (цАМФ-, ЦГМФ-, Са" ,фосфоліпідзалежні протеїнкінази). 


Ключові слова: карцинома Герена, променева терапія, мембранозв'язані ферменти, процеси вільнорадикального окиснення 


ліпідів. 

ВСТУП 

Під час неопластичної трансформації клітин 
спостерігається накопичення великої кількості 
онкогенних продуктів, які є нормальними або 
спотвореними елементами сигнальних систем 


ростових факторів. Різноманітні ростові фактори, у 
свою чергу, виконують функцію регуляції росту, 
диференціювання й імунної відповіді лімфоїдних 
клітин. У складний 1 багатоступеневий процес 
неопластичної трансформації залучено численні 
механізми, що включають порушення експресії 
певних генів, аномальну продукцію цитокінів, 
гіперекспресію їх рецепторів, спотворення передачі 
регуляторних сигналів від специфічних рецепторів 
плазматичної мембрани до ядра клітини. До таких 
механізмів слід віднести ряд внутрішньоклітинних 
сигнальних систем, ключовими ланками яких є 
протеїнкінази. Їх активність може змінюватись під 
впливом різних онкогенних факторів [3]. Клітина в 
стаціонарному динамічному стані потребує 
нормального функціонування її ферментних систем, 
зокрема, тих, що приймають участь у трансдукції 
сигналів. Серед них | особливе значення має 
месенджерний каскад, вторинними посередниками в 
якому є циклічні нуклеотиди (ЦАМФ, u MỌ). Зміни 
внутрішньоклітинної концентрації цАМФ i цГМФ 
призводять як до гальмування, так і до активації 
метаболізму та диференціювання клітини, що 
залежить від фази клітинного циклу, тривалості й 
кінетики змін концентрацій циклічних АМФ i ГМФ. 
Особливого значення набувають дослідження 
активності мембранозв'язаних ферментів та 


особливостей процесів їх  вільнорадикального 
окиснення ліпідів  (ВРОЛ), mo обумовлюють 
цілісність структури та нормальне функціонування 
мембран y клітинах. Відомо що, утворення 
різноманітних продуктів реакцій перекисного 
окиснення ліпідів (ПОЛ), може гальмувати 
проліферативну активність клітин, тоді як зниження 


концентрації вільних радикалів призводить до 
прискорення поділу клітин. Інгібітори 
вільнорадикальних | реакцій | - антиоксиданти 


відіграють значну роль у регуляції каскаду реакцій 
ПОЛ. 

Проте сучасний рівень знань щодо молекулярних 
механізмів трансдукції сигналів у клітинах різного 
походження за умов злоякісного росту та променевої 
терапії для з'ясування їх ролі в цих процесах 


недостатні, виникає необхідність подальших 
досліджень у даному напрямку. 
Метою даної роботи було з'ясування 


молекулярних механізмів трансдукції сигналів у 
клітинах різного походження при розвитку карциноми 
Герена, локальному рентгенівському опроміненні 
тварин у терапевтичних дозах, а також застосуванні 
антиоксидантів природного походження. 


МАТЕРІАЛИ І МЕТОДИ 


В дослідах використовували білих лабораторних 
щурів-самців масою 130-10 г, (розведення віварію 
УНДІОР), яких утримували на стандартному раціоні 
віварію. 

Тваринам трансплантували карциному Герена 
шляхом підшкірної ін'єкції у ділянку стегна задньої 


ВНУТРІШНЬОМОЛЕКУЛЯРНА ТАУТОМЕРИЗАЦІЯ ТА КОНФОРМАЦІЙНА МІНЛИВІСТЬ ДЕЯКИХ КЛАСИЧНИХ 137 
МУТАГЕНІВ-ПОХІДНИХ ПУРИНОВИХ ОСНОВ ДНК: КВАНТОВО-ХІМІЧНЕ ДОСЛІДЖЕННЯ 


кінцівки 20%-ної суспензії пухлинних клітин на 0,9%- 
му розчині NaCl, отриманих від щура-донора за 
методикою [4]. 


При дослідженні ПОЛ та молекулярних 
механізмів трансдукції сигналу пухлину на 8-му добу 
після прищеплення піддавали локальному 


рентгенівському опроміненню в терапевтичних дозах 
на апараті РУМ-17 за таких умов: напруга - 180 кВ, 
сила струму - 10 мА, фільтри - 0,5 мм Си +1,0 мм AI, 
потужність дози - 123 Р/хв, шкірно-фокусна відстань 
— 25 см. Тварин декапітували через 1, 3 та 7 діб після 
локального опромінення. 

Вміст ТБК-активних продуктів ПОЛ у плазмі 
крові та тканинах визначали за методом [5]. 
Активність СОД визначали використовуючи метод 
[6], що базується на здатності ферменту конкурувати з 
НСТ за супероксидні аніони, які утворюються в 
результаті аеробної взаємодії НАДН 1 ФМС. 
Активність каталази у плазмі крові та тканинах щурів 
визначали як рекомендовано в роботі [7], що 
базується на здатності перекису водню утворювати 13 
солями молібдену стійкий забарвлений комплекс. 

Вміст циклічних нуклеотидів, активність 
протеїнкіназ та ФДЕ визначали в цитозольній фракції 
клітин, яку отримували, використовуючи 
рекомендації [8]. 

Вміст циклічних нуклеотидів у лімфоїдних 
клітинах визначали за методом [9]. Активність 
циклонуклеотидзалежних протеїнкіназ проводили за 
рекомендаціями | [10]. | Визначення активності 


Са" фосфоліпідзалежної протеїнкінази проводили за 
методом [11]. Визначення активності тирозинових 
протеїнкіназ проводили за рекомендаціями [11]. 
Активність ФДЕ визначали використовуючи методом 
тонкошарової хроматографії на пластинках Silufol 
[12]. Активність ГЦ визначали за методом послідовної 
хроматографії на колонках AlO, 1  Dawex, 
використовуючи рекомендації. Визначення активності 
ATI проводили як рекомендовано в роботі [13]. 
Активність усіх досліджуваних  протеїнкіназ 
визначали за включенням УР, із (y-?P/-ATO) Zo 
білкових субстратів фосфотрансферазної реакції. 
Радіоактивність вимірювали В толуольному 
сцинтиляторі ЖС-107, на лічильнику “Delta-300“ 
(США). Питому активність ферментів виражали в 
пмоль зер. за 1 хв на 1 мг білка. 
Експериментальні дан! обробляли 
прийнятими методами статистики [14]. 


загально- 


РЕЗУЛЬТАТИ ТА ЇХ ОБГОВОРЕННЯ 


Було досліджено ключові компоненти ПОЛ та 
активність антиоксидантних ферментів у клітинах 
головного мозку, печінки, селезінки, тимусу, пухлини 
та у плазмі крові щурів у різні терміни після 
опромінення пухлини в дозі 25 Гр. Значне зростання 
інтенсивності ПОЛ у тканинах головного мозку, 
печінки, селезінки й крові щурів спостерігалося 
безпосередньо після локального опромінення пухлини 
(табл. 1). 


Таблиця 1 


Вміст ТБК-активних продуктів (нмоль/мг білка) у селезінці та пухлині щурів із карциномою Герена 
після локального рентгенівського опромінення (М + m; n=6) 


Групи тварин, 
умови 
досліду 


Термін досліджень після локального рентгенівського 


опромінення 


Селезінка 


77,9-1,3 


Пухлина 


Примітки (тут і далі): 1. * - вірогідні зміни порівняно з інтактними тваринами (р<0,05); 2. КГ - карцинома Герена; 
3. ЛРО - локальне рентгенівське опромінення 


Отже, на початковому етапі злоякісний процес 
викликає закономірне підвищення вмісту TBK- 
активних продуктів ПОЛ при злоякісному рості. В 
останні терміни досліджень відбувалося значне 
зниження ТБК-активних продуктів у пухлині, органах 
і плазмі крові. Досить високий рівень ТБК-активних 
продуктів у пухлині, який був виявлений нами на 15хв 
після локального рентгенівського опромінення, на 7- 
му добу знижувався у 3,7 рази. Зниження рівня ТЬК- 
активних продуктів ПОЛ в органах і крові щурів може 


бути викликане зменшенням вмісту ліпідів та інших 
його субстратів, внаслідок їх утилізації пухлиною, що 


росте. 
Було встановлено, що в пухлинній тканині 
опромінення викликає істотне підсилення 


ліпопероксидації, що є проявом деструктивної дії 
антиоксидантних ферментів та променевої терапії. 
Активність СОД та каталази знижувалась 
особливо у віддалені терміни після дії радіації 
(табл. 2). 
Таблиця 2. 
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Активність супероксиддисмутази (ум. од./мг білка) та каталази (нмоль/хв-мг білка) в селезінці та пухлині 


щурів з карциномою Герена після локального рентгенівського опромінення (M + m; n=6) 
Групи тварин, Термін досліджень після локального рентгенівського 
умови опромінення 


дослід 
и 


Активність супероксиддисмутази 


Селезінка 


1,20+0,01 
КГ (контроль) 0,553102 0,62+0,02` 0,9+0,02` 0,540,1 
КГ + JIPO 0,47+0,1” 0,51+0,01" 0,89-н0,1" 0,38+0,1" 


Пухлина 
КГ (контроль) 
2 


0,48+0,1 
1,01+0,2 


0,51+0,02 


0,94+0,05 


1,4+0,04 0,83=0,1 


WE + 
174,27+2,81 


КГ (контроль) 77,1+1* 154,5+2,5* 83,1+2,4* 35,01+1* 
KT + JIPO 94,2:0,9" 124,6+3,7* 64,1+1,1" 43,34+1* 


1 Інтактні щури 


Пухлина 
КГ (контроль) 141,3+2,7 188,64+3,8 76,6+2,4 53,2+2,1 
КГ + ЛРО 121,77+1,9 151,3123,8 70,9- 1,7 351491 


Таблиця 3 


Активність аденілатциклази (АЦ), гуанілатциклази (ГЦ) |пмоль/хв'мг білка|, фосфодіестераз(ФДЕ) цЦГМФ і 


ЦАМФ у тканинах селезінки, тимусу, пухлини щурів до i після опромінення пухлини (M+m; n=3-5) 
Орган Експериментальний стан АЦ ГЦ ФДЕ 
цАМФ ul MỌ 

Селезінка контроль (інтактні щури) 24,1 = 3,8 1,6 + 0,2 334,0 = 31,6 0,68 = 0,2 

8 доб. після прищеплення 28,1+ 2,5 1,8 = 0,3 240 + 16,5* 0,4 = 0,2 

1 доб. після опромінення 12,6- 2,1 2,3 + 0,3* 280 + 16,4* 0,38 = 0,2 

3 доб. після опромінення 14,1- 3,2 2,2 = 0,2 260 + 15,0* 0,42 = 0,3 

7 доб. після опромінення 21,0+ 2,3* 1,9 = 0,4 290 + 20,5 0,73 = 0,3 

Тимус контроль (інтактні щури) 8,2 = 1,2 1,1 € 0,1 240 + 25,3 0,73 «0,1 

8 доб. після прищеплення 7,5 = 1,5 1,5 = 0,2* 220 + 11,8 0,5 + 0,1* 

1 доб. після опромінення 6,5+ 1,8 2,1 =0,2* 260 + 11,8* 0,5 = 0,2 

3 доб. після опромінення 6,2+ 2,1 2,4 = 0,1* 240 = 11,2* 0,68 = 0,2 

7 доб. після опромінення 7,5+ 2,8 1,8 = 0,5 250 + 15,1 0,54 = 0,3 

Пухлина 8 доб. шсля прищеплення 8,4 = 2,3* 0,98 +0,15 220 + 12,8 0,9 + 0,2* 
1 доб. після опромінення 6,8 =2,1 2,25 + 0,2* 205 + 10,1 1,15 = 0,3 

3 доб. після опромінення 5,8 = 1,8 2,8 = 0,2* 295 + 15,8* 1,1+0,2 

7 доб. після опромінення 5,6 € 2,1 2,95 = 0,2 201 + 10,1* 0,85 = 0,2 


*- p< 0,05 порівняно з контролем. 


Отримані дані свідчать про те, що механізми 
антиоксидантного захисту спрямовані на 
знешкодження продуктів перекисного окиснення в 
умовах пухлинного процесу. Можна припустити, що 
зростання активності ферментів антиоксидантної 
системи, яке співпадає з періодом підвищеної 
інтенсивності ПОЛ, відбувається завдяки вмиканню 
адаптивно-компенсаторних механізмів захисту та 
підтримання фізіологічного гомеостазу щурів. 
Радіоіндуковане пошкодження білків-рецепторів 
може стосуватися трансдукції сигналів від мембрани 
через різні клітинні месенджерні каскади. Тому ми 


дослідили ключові компоненти клітинних сигнальних 
систем в імунних органах щурів за умов пухлинного 
процесу при опроміненні. 

З літератури відомо, що інтенсивність 
вільнорадикальних процесів ПОЛ взаємозв'язана 13 
станом фосфоліпідів біомембран, і має надзвичайно 
важливе значення для регуляторної й інформаційної 
ролі мембран [15]. 

Фізико-хімічний стан ліпідів мембран — 
залежить від складу, рівня ПОЛ, в'язкості та ін., 
істотно впливає на функціонування мембранно- 


зв’язаних ферментів, зокрема, аденілатциклази [16]. 
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Аденілат- та гуанілатциклази, а також ФДЕ 
ul MỌ та цАМФ є ключовими ферментами сигнальної 
системи циклічних нуклеотидів. Порушення їх 
функціонування впливає на розвиток патологічних 
процесів. Показано, що зміни рівня ПОЛ при 
опроміненні супроводжувались зміною активності 
ферментів синтезу (зниження активності АЦ та 
підвищення активності ГЦ), та гідролізу (ФДЕ) 
циклічних нуклеотидів. Показано дворазове 
зменшення активності АЦ у селезінці, тимусі та 
пухлині порівняно з контролем як за умов розвитку 
патології, так 1 на фоні опромінення. Активність ГЦ 
збільшувалась у всі терміни після опромінення. 
(табл.3). 

Зміни активності ФДЕ цАМФ у досліджуваних 
органах мали різноспрямований характер: так, у 


початкові терміни досліджень в усіх органах 
активність ферменту знижувалась порівняно з 
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контрольними значеннями, в кінцеві терміни після 
опромінення активність ФДЕ цАМФ незначно 
підвищувалась у лімфоїдних та пухлинних клітинах. 

Активність ФДЕ цГМФ у селезінці і тимус 
зменшувалась незначно, здебільшого на 3-тю 1 7-му 
добу після опромінення. 

Оскільки досліджувані нами ферменти 
контролюють рівень циклічних нуклеотидів, нами 
було досліджено вміст ЦАМФ та ці МФ у клітинах 
селезінки, тимусу та пухлини за умов злоякісного 
росту та променевої терапії. 

Ми виявили зміни рівня вторинних посередників 
(зниження концентрації цАМФ, та підвищення 
концентрації цГМФ) у клітинах опромінених щурів 13 
пухлинами. 

Ефект спостерігався як у тканинах здорових 
органів, так i в пухлинах (рис. 1.). 
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О селезінка мтимус в пухлина 


Рис. 1. Вміст циклічних нуклеотидів ЦАМФ (A) та цГМФ (Б) у тканинах селезінки, тимусу, пухлини щурів до і після 


опромінення пухлини: 


1) контроль - інтактні щури; 2) 8 діб після прищеплення пухлини; 


3) 1 доба після опромінення; 4) 3 доби після опромінення; 
5) 7 діб після опромінення. 


Отримані результати дають підстави припустити, 
що встановлені суттєві радіоіндуковані зміни рівнів 
циклічних нуклеотидів пов'язані з порушенням 
функціонуванням ферментів їх синтезу (АЦ та ГЦ). 


Визначено активність ферментів 
циклонуклеотидзалежного та поліфосфоінозитидного 
месенджерних каскадів, які реалізують ефекти 


досліджуваних сигнальних молекул. Нами було 
виявлено, що опромінення щурів із карциномою 
призводить до порушення активності 
циклонуклеотидзалежних протеїнкіназ (А- і С-кіназ) 
та Ca”, фосфоліпідзалежної протеїнкінази (С-кінази). 
Пострадіаційні зміни активності відповідних 
протеїнкіназ були різними і залежали від типу 
тканини та терміну дослідження. 

Особливий інтерес викликають дані, що були 
отримані при визначенні активності тирозинової 
протеїнкінази за умов радіаційного впливу при 
пухлинному процесі. 

У тканинах усіх досліджуваних органів активність 
цього ферменту після прищеплення карциноми 
Герена зростала, що найбільшою мірою виявилось 
саме у пухлинних клітинах. 
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Рис. 2. Активність тирозинової протеїнкінази в тканинах 
селезінки, тимусу, пухлини щурів до 1 після опромінення 
пухлини: 

1) контроль - інтактні щури; 2) 8 діб після прищеплення 
пухлини; 

3) 1 доба після опромінення; 4) 3 доби після 
опромінення; 

5) 7 діб після опромінення 


Отримані дані узгоджуються з літературними - 
щодо збільшення тирозинкіназної активності під час 
пухлинного процесу [17]. Після опромінення 
тирозинкіназна активність різко зменшувалась в 
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ИССЛЕДОВАНИЕ МОЛЕКУЛЯРНЫХ МЕХАНИЗМОВ ВНУТРИКЛЕТОЧНОЙ ПЕРЕДАЧИ СИГНАЛА ПРИ 
ЗЛОКАЧЕСТВЕННОМ РОСТЕ И ЛУЧЕВОЙ ТЕРАПИИ 


Раецкая Я.Б., Строцкая Э.А., Мандрык С.Я., Преображенская Т.Д., Остапченко Л.И. 


Работа посвящена исследованиям ключевых компонентов трансдукции сигнала и особенностям процессов 
свободнорадикального окисления липидов в условиях злокачественного роста карциномы Герена и лучевой терапии. На 
основании проведенных исследований было установлено, что облучение приводит к изменениям показателей пероксидного 
окисления липидов и молекулярных механизмов трансдукции сигнала при злокачественном росте. Нарушение процессов 
пероксидации в результате облучения сопровождалось изменением активности аденилатциклаз и гуанилатциклаз. 
Изменялось содержания циклического аденозинмонофосфата и циклического гуанозинмонофосфата, что было обусловлено 
пострадиационными изменениями активности ферментов синтеза исследуемых циклических нуклеотидов. А также 
изменялась активность ЦАМФ-, цГМФ-, Са" ,фосфолипидзависимой и тирозиновой протеинкиназ, что было вызвано 
пострадиационными изменениями в содержании основных модуляторов активности выше указанных ферментов. 


Ключові слова: карцинома Герена, лучевая терапия, мембранносвязанные ферменты, процессы свободнорадикального 
окисления липидов. 
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THE INVESTIGATION OF INTRACELLULAR SIGNAL TRANSDUCTION MOLECULAR MECHANISMS UNDER 
CANCEROUS GROWTH AND RADIOTHERAPY CONDITIONS 


Raetska Ya.B., Strotska E.A., Mandryk S.Ya., Preobrazhenska T.D., Ostapchenko L.I. 


The article containe the results of the investigations of peroxidation processes and activities of some membrane-bound enzymes in 
rat tissues under cancerous growth conditions. It has been shown that irradiation of rats with Geren carcinoma by therapeutic doses 
of x-rays improved cell methabolic processes in tumor and organs. The irradiation weakened there peroxidation processes and 
activated antioxidative enzymes. Besides irradidtia partially normalized function of signal systems by its effects on eheir enzymes. 
Positive effect of complex theraphy inclucling irradiatich and natural antioxidatsve preparations these biochemical indexes has been 
established. It was established that administration of antioxidants normalizes the lipid peroxidation processes and enhances the 
radiotherapy effectiveness. Other confirmation is that irradiation in therapeutic doses leads to partial normalization. of 
abovementioned cascades functioning. 


Key words: Geren carcinoma, radiotherapy, membrane-bound enzymes, free-radical lipid oxidation processes. 
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ЗМІНИ ЦЕНТРАЛЬНОЇ ГЕМОДИНАМІКИ ТА ХВИЛЬОВОЇ СТРУКТУРИ СЕРЦЕВОГО РИТМУ ПРИ 
ІМПУЛЬСНІЙ ОФТАЛЬМОФОТОСТИМУЛЯЦІЇ 
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Надійшла до редакції 18.01.2010 


Досліджували зміни центральної гемодинаміки та хвильової структури серцевого ритму у 48 здорових осіб при імпульсній 
бінокулярній стимуляції світлом довжини хвилі 500 нм з частотою подачі сигналів 8, 12 та 16 Гц. Такі впливи приводять до 
зниження рівня серцевого викиду, середнього артеріального тиску, збільшення загального периферичного опору судин. 
Зміни спектральних компонентів серцевого ритму були найбільшими при подачі сигналу 12 та 16 Гц i полягали у зростанні 


потужності хвиль дуже низької та низької частоти. 


Ключові слова: фотостимуляція, гемодинаміка, варіабельність серцевого ритму. 


ВСТУП 


Метод фотостимуляції широко використовується 
в практиці медичного та фізіологічного дослідження, 
а також у фізіотерапевтичній практиці [3]. З'ясовано 


вплив світла різної довжини хвилі та рівня 
інтенсивності на центральну нервову систему, 
психофізіологічні функції організму, електричну 


активність кори головного мозку [10], деякі аспекти 
використання імпульсного світла в діагностиці та 
лікуванні патології зорової системи [3]. 

Разом з цим, імпульсація, яка поширюється 
зоровими шляхами, активує не тільки проекційні 
центри зорової кори, а й передається безпосередньо в 
гіпоталамус, гіпофіз та стовбурові структури мозку, 
які відповідають за діяльність вегетативної нервової, 
ендокринної та інших систем організму [4]. Останнім 
часом вивчається вплив світла на нейрогуморальну 
регуляцію серцево-судинної системи [7], проводяться 
дослідження по вивченню функціонального 
домінування півкуль головного мозку на регуляцію 
ритму серця при фотостимуляції [9]. 

Тому метою нашої роботи було з'ясувати зміни 
стану центральної гемодинаміки та хвильових 
процесів серцевого ритму під впливом імпульсного 
світла синьо-зеленого діапазону спектру з різною 
частотою подачі сигналу. 


МАТЕРІАЛИ І МЕТОДИ 


Дослідження проведено Ha 48 здорових молодих 
особах віком 18-23 роки із дотриманням вимог 
біоетичних норм. Вимірювання здійснювались у 
першій половині дня при температурі 20-22? С та 
фоновому рівні штучного освітлення 100 лк. 

Спочатку проводили фонові 5-ти хвилинні записи 
сигналів диференціальної реоплетизмограми (РПГ) 


грудної клітки від біопідсилювача РА-5-01 (НДІ 
радіовимірювальної апаратури, Київ, Україна), 
пневмограми від | п'єзоелектричного датчика, 
встановленого перед ніздрями носа досліджуваного, 
вимірювали артеріальний тиск. Офтальмостимуляцію 
здійснювали протягом 10 хвилин бінокулярно для 
кожної частоти подачі сигналу (8, 12 i 16 Гц) із 5- 
хвилинними перервами. Середня довжина хвилі світла 
складала 500 нм, рівень освітленості 400 лк, 
тривалість світлового імпульсу - 5 мс. 

Сигнали цифрували через АЦП ADC-1280 (Holit 
Data Systems, Київ, Україна), записували на вінчестер 


комп'ютера та визначали критичні точки на 
аналізованих сигналах за допомогою програми 
Bioscan [6]. 


Ударний об'єм крові (УОК) визначали за 
формулою W.G.Kubicek et al [11]. Його величину 
розраховували для кожного кардіоциклу впродовж 
всього періоду запису за макросом в електронних 
таблицях  Excel-97. Серцевий індекс (CI) та ударний 
індекс (VI) знаходили як відношення хвилинного й 
ударного об'єму крові до площі поверхні тіла. Площу 
поверхні тіла визначали за формулою Дю Буа. 
Середній артеріальний тиск (AT cep) розраховували за 
формулою Хікема. Відносне кровонаповнення органів 
грудної клітки (КНП) - як відношення квадрата 
відстані між струмовими електродами РПГ до 
базового опору [8]. Тривалість кожного 
кардіоциклу (T-R-R) розраховували за часовими 
параметрами найвищих точок позитивного зубця 
диференціальної реограми. Аналізували 5-хвилинні 
ділянки запису у спокої та з 6-ї по 10-ту хвилини 
фотостимуляції. 

Спектральний та  крос-спектральний аналіз 
здійснювали за допомогою періодограмного методу зі 
згладжуванням вікном Daniel та корекцією часових 
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параметрів елементів періодограми в залежності від 
середнього значення частоти серцевих скорочень за 
алгоритмами програми "Statistica for Windows 5.0" 
(Statsoft Inc, Tulsa, USA) [1]. При цьому B спектрі 
розрізняли наступні компоненти [13]: 0,15-0,4 Гц (HF) 
- потужність в діапазоні високих частот, 0,04-0,15 Гц 
(LF) - потужність в діапазоні низьких частот, 0-0,04 
Гц (VLF) - потужність в діапазоні дуже низьких 
частот, 0-0,4 Гц (ТР) - загальна потужність спектру. 
Також оцінювали показник нормалізованої 
потужності спектру в діапазоні 0,15-0,4 Гц (НЕпопи), 
що відображає рівень ваго-симпатичного балансу. Для 
виявлення хвильової структури зв'язку часових рядів 
VOK та T-R-R застосовували побудову медіанних 
крос-періодограм за способом, запропонованим нами 
раніше [5]. 

Внаслідок того, що більшість показників була 
розподілена ненормально, розраховували їхню 
медіану, межі верхнього та нижнього квартилів. 


Вірогідність різниць визначали за критерієм парних 
порівнянь Wilcoxon. 
РЕЗУЛЬТАТИ ТА ЇХ ОБГОВОРЕННЯ 


При фотостимуляції синьо-зеленим світлом з різною 
частотою подачі сигналу спостерігаються суттєві зміни в 
центральній гемодинаміці (табл.1). Так, достовірно 
збільшується тривалість інтервалу R-R по мірі зростання 
частоти подачі сигналу, високовірогідно зменшуються 
показники ударного та серцевого індексів, зростає 
кровонаповнення органів грудної клітки. При частоті 
імпульсації 8 Гц та 16 Гц значуще знижується середній 
артеріальний тиск. Всі вищезазначені зміни свідчать про 
пригнічення діяльності серця, ймовірно, як за рахунок 
посилення парасимпатичних, так і зменшення 
симпатичних впливів. Разом з тим, спостерігається 
тенденція до зростання загального периферичного опору 
судин, а при частоті 16 Гц цей показник збільшується 


достовірно, що 
симпатичної 


вказує на 
ланки вегетативної 


одночасну 


Таблиця 1 


Зміни показників центральної гемодинаміки при офтальмостимуляції з різною частотою 


Показники спокій Частота стимуляції 
8 Гц 12 Гц 16 Гц 
T-R-R, 893 920* 959** 963*** 
MC [822; 1030] [846; 1062] [897; 1092] [910; 1109] 
AT cep, 86,7 85,0* 86,7 83,3* 
MM рт. ст. 183,3; 92,8] 181,7; 90] 131,7; 90) 131,3; 90] 
VI, 44,5 41,7** 40,9*** 40,4*** 
мл/м? [35,9; 48,6] [36,8; 48,6] [37,0; 49,3] [33,9; 47,4] 
СІ, 2867 2703*** 2627*** 2384*** 
мл/хв. ям? 12315; 3328] 12329; 3224] 12224; 2886] 12071; 2977] 
Відносне КНП, у.о. 26,1 26,4*** 26,6*** 26,2*** 
[22,0; 29,6] [22,4; 29,9] [22,5; 29,9] [22,7; 30,3] 
310, 1370 1384 1462 1518*** 
дін/сек*см? [1154; 1529] [1135; 1617] [1279; 1667] [1230; 1853] 


Примітка. * р<0,05, **p<0,01, ***p<0,001 в порівнянні з фоновим рівнем 


Показники хвильової структ 


Таблиця 2 
и серцевого ритму при імпульсній офтальмостимуляції 


Показники спокій Частота стимуляції 
8 Гц 12 Гц 16 Гц 
VLF, 1267 1096 2094*** 1735** 
ме 1605; 2247) 1626; 2668] 11121; 3342] 11053; 3836] 
LF, 989 1126 1447** 1752*** 
MC [687; 1520] [703; 1533] [1098; 2202] [1120; 2809] 
HF, 1509 1626 1814 1995 
MC [964; 2467] [644; 2243] [890; 2979] [1240; 3675] 
HF norm, 60,3 56,5** 53,3** 52,3** 
% [50,2; 74,3] 142,8; 68,2] [47,2; 65,5] [44; 61,9] 
TP, 4209 3707 6489** 6544** 
MC [2643; 6345] [2504; 6870] [4097; 8195] [3923; 11225] 


Примітка. * p« 0,05, **p«0,01, ***р<0,001 в порівнянні з фоновим рівнем 


активацію 
нервової системи. 
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Для подальшого аналізу змін в регуляторних 
механізмах діяльності серця нами була проведена 
оцінка | спектральних характеристик масивів 
тривалості інтервалів R-R (табл. 2). Відбувалось 
достовірне зростання потужності спектру в діапазоні 
низьких та дуже низьких частот при імпульсації в 12 i 
16 Гц, що свідчить про активацію симпатичної 
модуляції серцевого ритму та активності ренін- 
ангіотензинової системи |14). Статистично значимих 
змін потужності спектру в діапазоні високих частот не 
виявлено. Однак, вірогідно зменшувалась відносна 
потужність високочастотної складової, яка 
характеризує вагусні впливи на серце та активність 
автономного контуру його регуляції. При цьому 
значуще зростає загальна потужність спектру. 


005 0,06 007 008 0,09 01 011 012 013 ом 0,15 
спокій — -16 Гц Tu 


Рис. 1. Медіанні крос-періодограми коливань тривалості 
інтервалу R-R та ударного об'єму крові у спокої та при 
стимуляції синьо-зеленим світлом з частотою імпульсації 
16 гц. * - р<0,05 у порівнянні із рівнем у спокої 


Крос-спектральний аналіз частоти серцевих 
скорочень та ударного об'єму крові виявив значуще 
збільшення синхронізації даних показників у LF- 
діапазоні (0,09 Гц) при частоті імпульсації 16 Гц у 
порівнянні з фоном (рис.1), що може свідчити про 
підвищення чутливості барорефлексу, який 
оцінюється на частотах, близьких до 0,1 Гц [17]. 


ВИСНОВКИ 


1. Імпульсна офтальмостимуляція світлом CHHbO- 
зеленого кольору призводить до зменшення 
серцевого викиду та середнього артеріального 
тиску, збільшення кровонаповнення органів 
грудної клітки, амплітуда реакцій яких 
визначається | інтенсивністю частоти подачі 
сигналу, à також до зростанням загального 
периферичного опору судин. 

2. При частоті імпульсації 12 i 16 Гц відбувається 
збільшення потужності хвиль серцевого ритму 
дуже низької та низької частоти . 
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ИЗМЕНЕНИЯ ЦЕНТРАЛЬНОЙ ГЕМОДИНАМИКИ И ВОЛНОВОЙ СТРУКТУРЫ СЕРДЕЧНОГО РИТМА ПРИ 
ИМПУЛЬСНОЙ ОФТАЛЬМОФОТОСТИМУЛЯЦИИ 


Рыбалко А.В., Коваленко С.А. 


Исследовали изменения центральной гемодинамики и волновой структуры сердечного ритма у 48 здоровых лиц при 
импульсной бинокулярной стимуляции светом длины волны 500 нм с частотой подачи сигналов 8, 12 и 16 Гц. Такие 
влияния приводят к снижению уровня сердечного выброса, среднего артериального давления, увеличению общего 
периферического сопротивления сосудов. Изменения спектральных компонентов сердечного ритма были наибольшими при 
подаче сигнала 12 и 16 Гц и заключались в росте мощности волн очень низкой и низкой частоты. 


Ключевые слова: фотостимуляция, гемодинамика, вариабельность сердечного ритма. 


THE CHANGES OF CENTRAL HAEMODYNAMICS AND WAVE STRUCTURE OF THE HEART RHYTHM WITH 
IMPULSE OPHTALMOPHOTOSTIMULATION 


Rybalko A.V., Kovalenko S.O. 


The changes of central haemodynamics and wave structure of the heart rhythm were investigated among 48 healthy persons with 
impulse binocular stimulation by light of 500 nm length wave with signal frequency of 8 Hz, 12 Hz, 16 Hz. Such effects lead to 
decreasing heart stroke level, middle blood pressure; and increasing general peripheral vessel resistance. The changes of the spectral 
components of the heart rhythm were the most essential with the signal of 12 and 16 Hz and consisted in increasing the power of 
waves of very low and low frequency. 


Key words: photostimulation, haemodynamics, heart rate variability. 
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На підставі проведених досліджень встановлено, що дія розчину гіпохлориту натрію призводить до порушення 
прооксидантно-антиоксидантного гомеостазу печінки птиці. Встановлено, що за дії досліджуваного детоксикаційного 
розчину відбувається пригнічення активності ферментів системи антиоксидантного захисту. Проте, показано, що дія 
гіпохлориту натрію в концентрації 5 мг/л зумовлює менш негативний вплив порівняно з концентрацією 10 мг/л. 


Ключові слова: перекисне окиснення ліпідів, супероксиддисмутаза, каталаза, печінка. 


ВСТУП 


Одним із актуальних питань сучасної біофізики є 
дослідження процесів пероксидного окиснення ліпідів 
(ПОЛ) та вплив деяких чинників на їх інтенсивність 
П, 16]. Пероксидне вільнорадикальне окиснення 
ліпідів, яке відбувається в організмі, € життєво 
важливою ланкою в регуляції ліпідного складу 
біомембран 1  мембранасоційованих ферментів, 
приймає участь у регуляції проникності і транспорті 
речовин через мембрану, у синтезі простагландинів, 
лейкотрієнів, тромбоксанів, простациклінів, 
стероїдних гормонів, метаболізмі катехоламінів. За 
фізіологічних умов рівень ПОЛ підтримується 
завдяки рівновазі про- і антиоксидантів, а вони, у 
свою чергу, є важливими складовими гомеостазу 
організму. Активація ПОЛ викликає значні зміни в 
клітинному обміні 1 функціонуванні біомембран, є 
важливою ланкою патогенезу багатьох захворювань 


[7]. 


Однією із причин ушкодження клітинних 
мембран є надмірна активація вільнорадикального 
окиснення. Порушення окисного гомеостазу 


характеризується підвищенням вмісту продуктів ПОЛ 
на фоні зниження функціональних можливостей 
антиоксидантної системи.  Пероксиди, радикали 
ненасичених жирних кислот, пошкоджують мамбрану 
гепатоцитів та інших клітин, що викликає появу 
додаткових каналів у мембрані через які здійснюється 
обмін електролітами і водою 3  міжклітинною 
рідиною, порушується доступ субстрату до ферментів 
локалізованих у мембранах, а також відбувається 
порушення регуляції внутрішньоклітинного обміну, 


що може призвести до роз'єднання фосфорилювання 1 
загибелі клітини [14]. 

За дії активних форм кисню в клітинах 
відбувається також експресія редокс-чутливих генів, 
більшість з яких необхідні для захисту клітини від 
токсичних ефектів, зокрема, генів каталази, 
супероксиддисмутази, глутатіон-пероксидази. 

Відомо, що ферменти супероксиддисмутаза, 
глутатіонпероксидаза 1 каталаза визначають стійкість 
гепатоцитів до дії вільних радикалів у різних зонах 
печінки. 

Останнім часом у медицині для детоксикації 
організму почали застосовувати розчин гіпохлориту 
натрію (ГХН), отриманий електрохімічним методом, 
який в невеликих концентраціях є нетоксичним та 
легко виводиться з організму [2]. Проте, на сьогодні 
залишається невідомою дя ГХН на тканини 
здорового організму. З огляду на це вивчення впливу 
даного розчину на прооксидантно-антиоксидантний 
стан печінки, нирки, серця, селезінки та ін. органів є 
актуальною проблемою сьогодення. 


МАТЕРІАЛИ І МЕТОДИ 


Дослідження проводили на курах породи «Легор» 
віком 140-145 днів. Кури домашні (Gallus gallus 


domesticus) відносяться до класу Птахів, ряду 
Куриних. 

Клінічні дослідження піддослідних та 
контрольних тварин проводили за  загально- 
прийнятими методами, враховуючи фізіологічний 
стан. 


Дослідження відбувалося за наступною схемою. 
Тварин розділили на 3 групи по 15 голів в кожній. 
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РІЗНИХ КОНЦЕНТРАЦІЙ 


Першій групі (контрольній) згодовували 
доброякісний, повноцінний корм і випоювали воду. 
Тваринам другої групи 14 днів випоювали розчин 
ГХН («Септокс») y дозі 5 мг/л. Тваринам третьої 
групи 14 днів поспіль згодовували повноцінний 
комбікорм 1 задавали розчин ГХН у дозі 10 мг/л. Після 
14-го дня досліду по 5 тварин з кожної групи 
залишали на реабілітацію, яка тривала 6 днів. 

На 7, 14 та 20 доби досліду по 5 тварин з першої, 
другої та третьої груп забивали, швидко видаляли 
печінку, відмивали у фізіологічному розчині 1 
заморожували у рідкому азоті, де зберігали до 
проведення досліджень. Наважки тканин (~1 г) 
гомогенізували при низькій температурі на 
гомогенізаторі в присутності буферного розчину А 
(0,32 М сахароза, 1 мМ ЕДТА, 50 мМ трис-НСІ, pH = 
7,4) [1, 8] По Імл гомогенату кожної проби 
заморожували в морозильній камері при -20 "С, які в 
подальшому використовували для дослідження. 
Кількість білка в кожному зразку визначали за методом 
Лоурі. 

У відібраних зразках визначали інтенсивність 
процесів ПОЛ за вмістом вторинного продукту 
ліпопероксидації - малонового диальдегіду (МДА) 
використовуючи метод Р.Р. Тимирбулатова [11]. Також 
визначали активність ферментів антиоксидантної 
системи – супероксиддисмутази (СОД) за методом В.А. 
Костюка [6] та каталази (КАТ) за методом М.А. 
Королюка [5]. 

Для визначеня вмісту МДА до 0,1 мл гомогенату 
зародків (розведення 1:1) додавали 3 мл 10 мМ К-Ма 
фосфатного буфера, приготованого на 125 мМ КСІ 
(pH=7,4) ra 0,5 мл 1 MM КМпоОд. Для індукції ПОЛ 
двічі з інтервалом у 10 хв додавали 10 мМ FeSO,. 
Реакцію припиняли за допомогою 20%  TXO, 
відцентрифуговували. До 2 мл супернатанту додавали 
0,5 мл Ін НСІ i 1 мл 0,7 MM ТБК та інкубували на 
водяній бані при температурі 95—100 °С протягом 20 хв. 
Після охолодження додавали 3 мл бутанолу, 
центрифугували протягом 10 хв при 1 500g [9, 11]. 
Екстинкцію вимірювали у верхньому бутаноловому 


шарі при 2-532 нм. Обчислення виконували за 
формулою: 
ЕРИ 
[MIA | = — — мкмоль/мг білка; 
£y 


де [M/IA] - вміст МДА; E — екстинкція дослідної 
проби; є - молярний коефіцієнт екстинкції, рівний 
156000 М“.см", в розрахунках використовували 
значення  мілімолярного  коєфіцієнта екстинкції, 
виражене як 156 см'/мкмоль; V, - об'єм бутанолу; V; — 
об'єм проби; Г - об'єм супернатанту; С - 
концентрація білка в супернатанті. 

Активність СОД вимірювали додаючи у дослідну 
пробу 1 мл реактиву С, який містив рівні об'єми 0,08 
MM ЕДТА ta 0,1 М фосфатного буферу (рН- 7,8) 
доведеного до  pH210 ТЕМЕДом; 23 мл 


дистильованої Н.О; 0,1 мл гомогенату (розведеного 
1:1000) та 0,1 мл 1,4мкМ кверцетину приготований на 
диметилсульфоксиді та розведеним у гарячій 
дистильованій воді у відношенні 1:10. Контрольна 
проба містила 1 мл реактиву С, 2,4 мл дистильованої 
H20, 0,1 мл кверцетину [6]. Вимірювання проводили 
на спектрофотометрі при 2-406 нм зразу після 
додавання кверцетину та через 20 хв. Розрахунок 
здійснювали за формулою: 


АКТсод = [(D' - D’’/D’):100] 29,49 од.акт/хв мг 
білка; 


де АКТсод - активність супероксиддисмутази, D' 
= E, Bux. — Едослы 20 xB, D'' = E4544 BUX. — Едосл 20 xB, D 
- значення оптичної густини; E - екстинкція. 

При визначенні активності КАТ каталазну реакцію 
запускали додаванням 0,1 мл гомогенату (розведеним у 
відношенні 1:10) та 2 мл 0,03 % розчину НО». 
Контрольна проба містила 1 мл 4 % розчину молібдату 
амонію та 2 мл 0,03 % мл Н.О», 1 мл 0,25н H5SO, та 0,1 
мл гомогенату. Реакцію у дослідній пробі припиняли 
через 10 хв додаванням 1 мл 0,25н H5SO, та 1 мл 4% 
розчину молібдату амонію, приготованого на 0,025н 
H2SO,. Проби центрифугували 10 хв при 10000 g. 
Кількість утвореного забарвленого комплексу у 
холостій та дослідній пробах визначали фотометрично 
при довжині хвилі 410 нм [5]. Активність КАТ 
визначали за формулою: 


i ees AE -V-n 


FT ^ é-C-t-ael 
білка, 


мкмоль Н,Оз/хв мг 


де Акат - активність КАТ, А E - різниця екстинкції 
холостої та дослідної проб; У — загальний об'єм 
суміші в кюветі; п - розведення вихідного екстракту; є 
- молярний коефіцієнт екстинкції комплексу H5O» з 
молібдатом амонію рівний 22200 M'cw!, в 
розрахунках використовували значення 
мілімолярного коєфіцієнта екстинкції 222. 
см'/мкмоль; C — концентрація білка B гомогенатах; f — 
час реакції; a - об'єм екстракту; / - довжина 
оптичного шляху. 

Дані досліджень обробляли статистично з 
вираховуванням середніх арифметичних величин М, 
середньої квадратичної похибки с та відхилення від 
середнього арифметичного m між показниками. 
Статистичну обробку усіх даних результатів 
досліджень проводили з використанням програми 
Excel-2003" для Windows. 

Для | оцінки | достовірності | різниці між 
статистичними характеристиками двох 
альтернативних сукупностей даних обраховували 
коефіцієнт Стьюдента. Достовірною вважалася 
різниця при показнику достовірності р20,95 (або рівні 
значущості Р<0,05), р>0,99 (або рівні значимості 
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Р<0,01), p20,999 (або рівні значимості Р<0,001). 
Результати обробки представлені у вигляді рисунків. 


РЕЗУЛЬТАТИ ТА ЇХ ОБГОВОРЕННЯ 


Нами встановлено, що на 7 добу досліду за дії 
ГХН у концентрації 5 мг/л відбувається зростання 
інтенсивності процесів ліпопероксидації на 24% 
відносно контрольних значень, а за дії ГХН у 
концентрації 10 мг/л — на 53 %. На 14 добу дія 
розчину ГХН у концентрації 10 мг/л призводить до 
зростання інтенсивності процесів ПОЛ на 34 % (рис. 
1, 2). Отже, дія досліджуваного розчину зумовлює 
посилення інтенсивності процесів ліпопероксидації як 
на 7, так і на 14 доби досліду |4). Відомо, що ГХН в 
організмі проявляє сильну окисну дію, який у високих 
концентраціях здійснює руйнування різноманітних 
тканин, тому, ймовірно, ГХН у концентрації 5 мг/л 
впливає Hà тканину печінки менш негативно 
порівняно з концентрацією 10 мг/л. Дія ГХН у вищій 
досліджуваній концентрації призводить до значного 
посилення процесів ліпопероксидації на 7 та 14 доби 
досліду. За даними літератури відомо, що продукти 
ліпопероксидації слугують інгібіторами метаболізму, 
клітинного поділу та росту. Зважаючи на те можна 
твердити, що дія розчину ГХН пригнічує поновлення 
клітин печінки, а також негативно впливає на клітинні 
мембрани. 

При припиненні введення в організм курей 
розчину ГХН в концентрації 5 мг/л на 6 добу 
реабілітації (20 доба досліду) відбувається 
підвищення продуктів ліпопероксидації на 27 %, тоді 
як після введення розчину ГХН у концентрації 10 мг/л 
— на 95 % (puc. 1, 2). Ймовірно, за період дії розчину 
ГХН в організмі курей розвивається стрес. Відомо, що 
у фазах тривоги i виснаження при стресі відбувається 
активація реакцій процесів ПОЛ і тому навіть за час 
реабілітації процеси ліпопероксидації не 
повертаються до контрольного рівня, а, навпаки, ще 
інтенсивніше посилюються [3]. Це дає змогу 
припускати, що система прооксидантно- 
антиоксидантного гомеостазу виходить з рівноваги. 
Відомо, що неконтрольовані процеси ПОЛ 
спричинюють активацію ліпаз, появу в клітині 
великих крапель жиру, деформацію, набрякання, 
злипання, а в деяких випадках і повне руйнування 
мітохондрій, активацію автолітичних процесів 1, як 
наслідок, загальний дисбаланс метаболізму клітини 
ПО, 12]. У печінці мітохондрії працюють на високому 
рівні, вони використовують велику кількість кисню 
загального споживання організму (близько 10 %) 1 
тому додаткове внесення активного кисню у великих 
концентраціях негативно впливає на тканину печінки. 

Відомо, що печінка в організмі виконує бар'єрну 
функцію при якій відбувається нейтралізація 
отруйних продуктів білкового обміну; фагоцитарну 
функцію, де відбувається знешкодження непотрібних 
для організму речовин, що всмоктуються в 
кишківнику. Цю функцію виконує фермент цитохром 


р-450, який знаходиться в мітохондріях клітин 
печінки. Отже, печінка містить закладений в неї 
природою механізм знешкодження токсинів. Дія ГХН 
модулює цитохром р-450, тому, ймовірно, 
відбувається неконтрольована реакція окислення 
компонентів клітин здорового організму. 


Відомо також, що екстремальні чинники є 


своєрідними тригерами (“пусковий фактор”) 
утворення ендогенного кисню 1 його значної 
генерації при активації вільнорадикального 


окислення 1 процесів ПОЛ мембранних стуктур, які 
розгортаються y відповідь на будь-який 
пошкоджуючий чи стимулюючий вплив. У свою 
чергу, саме процеси генерації ендогенного O, 
формують активні кисневі режими в клітинах 
організму, що необхідні для збереження 
прооксидантної 1 антиоксидантної рівноваги, 
підтримання оптимальної напруженості O» в окисно- 
відновних мітохондріальних процесах 1 забезпечення 
умов функціонування на вищих рівнях. 

Гепатоцити становлять 60 % усіх клітинних 
елементів печінки. Кров у класичній часточці тече від 
периферії до центру, а жовч – у зворотному напрямку, 
тобто від центру до периферії. Жовчні капіляри не 


мають власної стінки. Їх стінка утворена 
плазмолемою біліарної поверхні двох сусідніх 
гепатоцитів. Просвіт жовчного капіляра 


відокремлений від міжклітинного простору, i жовч y 
нормальних умовах не потрапляє у цей простір і далі 
у кров. При захворюваннях, пов'язаних 13 
пошкодженням 1 загибеллю частини печінкових 
клітин, жовч надходить у кровоносні капіляри, 
розноситься кров'ю по всьому організму і забарвлює 
його тканини у жовтий колір - виникає жовтяниця 
[13]. Постає питання, як діє ГХН на утворення i 
викидання жовчі? Чи у випадку підвищення процесів 
ПОЛ у кров викидається потрібна кількість жовчі, чи 
ГХН окислює її? 

Крім визначення вмісту вторинного продукту 
ліпопероксидації нами було досліджено активність 
ферментів антиоксидантного захисту організму - СОД 
та КАТ у досліджуваних зразках. Нами показано, що 
щоденне введення курам розчину ГХН, у концентрації 
5 мг/л на 7 добу досліду у печінці призводить до 
інтенсифікації процесів ПОЛ, тоді як активність 
ферменту СОД спадає на 14 %, а КАТ на 38 96 


відносно контролю. Проте, вже на 14 добу 
інтенсивність вільнорадикальних реакцій та 
активність СОД повертаються до контрольних 


позначок, а активність КАТ навіть зростає на 19 95. 
Потрібно відмітити, що під час реабілітаційного 
періоду вміст МДА зріс на 27 96, активність СОД - на 
178 %, а активність КАТ спала на 43 %. Відомо, що 
ГХН окислює сульфгідрильні групи ферментів за 
допомогою іонів хлору, що призводить до інактивації 
СОД та КАТ на 7 та 14 доби досліду. Крім того є 
відомості, що НОСІ має пошкоджуючу дію на 
амінокислотні залишки білків плазми і тканин при 
патологічних станах. Після припинення введення ГХН 


ПРООКСИДАНТНО-АНТИОКСИДАНТНИЙ ГОМЕОСТАЗ ПЕЧІНКИ ПТИЦІ ЗА ДІЇ ГІПОХЛОРИТУ НАТРІЮ 149 


РІЗНИХ КОНЦЕНТРАЦІЙ 


у організм птиці, ймовірно, відбувається повторне 
порушення прооксидантно-антиоксидантної 
рівноваги. Відомо, що висока активність ферменту 
СОД призводить до ініціації вільнорадикальних 
реакцій, що в свою чергу інактивує фермент КАТ. 

При випоюванні птиці ГХН у концентрації 10 
мг/л інтенсивність процесів ПОЛ зростає як на 7, так i 
на 14 доби досліду, тоді як активність ферментів на 
протязі цього часу була нижче контрольних позначок. 
Після припинення введення розчину ГХН на 20 добу 
досліду інтенсивність процесів ліпопероксидації різко 
зросла на 95 %. Така ж тенденція нами зафіксована 1 
при дослідженні активності СОД (зростання на 99 94). 
Проте активність КАТ спала на 47 %. Різке зростання 
активності ферменту СОД та значне підвищення 
вмісту M/IA під час реабілітаційного періоду 
ймовірно пов'язано з тим, що за 14-денного введення 
птиці розчину ГХН відбулося суттєве пригнічення 
природного ферменту печінки - цитохрому р-450, — 
який відповідає за детоксикацію, а відповідно 1 за 
пригнічення надмірного процесу ПОЛ у даному 
органі. 

Відомо, що розчин ГХН є електрохімічною 
моделлю цитохрому р-450, яка дозволяє гідрофобні 
токсичні сполуки шляхом окислення трансформувати 
в гідрофільні, що легко виводяться з організму 
органами виділення. За даними літератури відомо, що 
ГХН пригнічує активність ферментів AOC, 
взаємодіючи з сульфгідрильними та дисульфідними 
групами амінокислот. У літературі зустрічаються дані 
про інгібування основних ферментів 
антиоксидантного захисту клітини печінки 
гіпохлорною кислотою. У випадку КАТ була 
запропонована схема процесу, яка включала аксіальне 
лігандування одного або двох іонів OCT іоном заліза 
гема з подальшим розчепленням О-СІ зв'язку. ГХН є 
природною сполукою, яка постійно присутня в 
організмі людини, оскільки є продуктом активних 
фагоцитів. Це один 3 основних компонентів 
природних факторів дезінтеграції інфекційного агента 
в лейкоциті. В процесі фагоцитозу відбувається викид 
у міжклітинне середовище активних форм кисню, а 
також ферменту мієлопероксидази. Основний продукт 
каталітичної дії мієлопероксидази — гіпохлорит-аніон 
- має виражену бактерицидну дію і є основним 
компонентом лейкоцитарного захисту людини від 
бактерій 1 вірусів [2]. Під його впливом відбувається 
хлорування мікробних мембран, які при цьому 
порушуються і мікроби гинуть. У дослідах з 


пероксидазою і каталазою було показано, що ГХН 
може окислювати 1 тим самим, пригнічувати 
активність пероксидази, а при взаємодії з каталазою 
викликати зменшення  каталазної активності й 
проявляти пероксидазну активність. Посилення 
пероксидазної активності гемових ферментів лежить в 
основі одного з механізмів детоксикуючого впливу 
ГХН. ГХН може реагувати з багатьма хімічними 
сполуками, зокрема він взаємодіє з аміногрупами, 
органічними амідами, амінами, пуриновими 1 
піримідиновими основами, фенолами, карбоновими 
кислотами,  бензохіноном, сульфгідрильними i 
дисульфідними группами. Під дією ГХН змінюються 
не тільки білкові, але й ліпідні компоненти мембрани. 
Модифікація їх лежить в основі порушень мембранної 
проникності, пригнічення чи активації різних 
ферментних систем. 

Висока реактивна здатність ГХН визначає його 
роль у виникненні низки патологічних станів, 
пов'язаних з розвитком вільнорадикальних процесів 
[15]. Проте все залежить від локальної концентрації 
препарату. Тому і масштаби впливу сягають від 
модифікації та трансформації до деградації субстрату 
взаємодії. Нашими дослідженнями підтверджено, що 
нижча концентрація ГХН зумовлює менш негативний 
вплив на інтенсивність процесів ліпопероксидації 
печінки порівняно з вищою концентрацією. 

ГХН є донором активного кисню і стимулює в 
організмі процес окислення екзо- і ендогенних 
токсичних речовин - таких як продукти розпаду 
тканин, токсини мікроорганізмів, лікарські препарати, 
середні молекули, продукти ПОЛ, білірубін, сечовини 
крові. 

При припиненні введення розчину ГХН у 
організм | птиці нами було зафіксовано різке 
підвищення вторинних продуктів ПОЛ - МДА. Це ми 
пояснюємо тим, що ГХН виступає сам потужним 
окисником, який призводить до підвищення процесів 
ПОЛ. При введенні ГХН поряд із зумовленням 
інтенсифікації процесів ліпопероксидації відбувається 
руйнування продуктів ПОЛ (МДА). Після припинення 
подачі в організм птиці ГХН зупиняється штучне 
знешкодження МДА, тоді як процеси 
вільнорадикальних реакцій продовжуються. 

Отже, нами встановлено, що введення в здоровий 
організм розчину ГХН негативно впливає на процеси 
ПОЛ, а також пригнічує активність ферментів 
системи АОС організму. 


150 


Головчак Н.П., Коцюмбас T.I., Бішко O.I., Санагурський Д.І. 


0,2500 


0,2000 


мкмоль/мг білка 


0,0500 


0,0000 


0,1500 


0,1000 


2 Б Б 2 Б Б 2 5 5 
E =e | ETT С Е cr Б ск ЕЕ 
g =f =x о =x =x g =f = x 
= Б. ot Е i ot E D e 
r < I < = 
o o o 
x x x 
7 доба 14 доба Реабілітація, 20 доба 


Рис. 1. Інтенсивність процесів ПОЛ (за кількістю МДА) печінки в контролі та за дії ГХН у концентрації 5 мг/л та 10 мг/л на 
7-му, 14-ту та 20-ту доби досліду (** - р>0,99). 
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Рис. 2. Інтенсивність процесів ПОЛ (за кількістю M/IA) в печінці порівняно з контролем (контроль прийнято за 100 96) за дії 
ГХН у концентраціях 5 мг/л та 10 мг/л на 7-му, 14-ту та 20-ry доби досліду (реабілітація) (** — р>0,99). 
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Рис. 3. Активність СОД у печінці курей в контролі та за дії ГХН у концентрації 5 мг/л та 10 мг/л на 7-му, 14-ту та 20-ту доби 
досліду (* - ре0,95; ** — р>0,99). 
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Рис. 4. Активність СОД у печінці курей порівняно з контролем (контроль прийнято за 100 96) за дії ГХН у концентраціях 5 
мг/л та 10 мг/л на 7-му, 14-ту та 20-ту доби досліду (реабілітація) (* — р>0,95; ** — р>0,99). 
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Рис. 6. Активність КАТ у печінці курей порівняно з контролем (контроль прийнято за 100 %) за дії ГХН у концентраціях 
5 мг/л та 10 мг/л на 7-му, 14-ту ra 20-ту доби досліду (реабілітація) (*** — р>0,999). 


ВИСНОВКИ 2. Концентрація розчину ГХН 5 мг/л призводить 

до підвищення вмісту МДА та зниження активності 

1. Дія ГХН у концентрації 10 мг/л призводить до СОД на 7 добу досліду з наступним поверненням до 
значного зростання інтенсивності процесів ПОЛ та рівня контролю на 14 добу досліду. 

зниження активності СОД, КАТ як на 7, так i на 14 добу 3. 3a час реабілітаційного періоду відбувається 

досліду. підвищення вмісту продуктів  ліпопероксидації із 
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ПРООКСИДАНТНО-АНТИОКСИДАНТНЫЙ ГОМЕОСТАЗ ПЕЧЕНИ ПТИЦЫ ПРИ ДЕЙСТВИИ 
ГИПОХЛОРИТА НАТРИЯ РАЗНЫХ КОНЦЕНТРАЦИИ 


Головчак Н.П., Коцюмбас Г.И., Бишко О.И., Санагурский Д.И. 


На основании проведенных исследований установлено, что действие раствора гипохлорита натрия ведет к нарушению 
прооксидантно-антиоксидантного равновесия печени птицы. Установлено, что при действии исследуемого 
детоксикационного расствора происходит понижение активности ферментов системы антиоксидантной защиты. Однако, 
показано, что гипохлорит натрия в концентрации 5 мг/л обусловливает менее негативное влияние в сравнении с 
концентрацией 10 мг/л. 


Ключевые слова: перекисное окисление липидов, супероксиддисмутаза, каталаза, печень. 


PROOXIDANT-ANTIOXIDANT HOMOEOSTASIS OF BIRD LIVER AT THE ACTIONS OF SODIUM 
HYPOCHLORITE OF DIFFERENT CONCENTRATIONS 


Holovchak N.P., Kotsiumbas H.L, Bishko O.I., Sanahursky D.I. 


It is set on the basis of the conducted researches, that the action of sodium hypochlorite results in violation of prooxidant-antioxidant 
homoeostasis of liver of bird. It is set that for the actions of the investigated detoxication solution there is oppression of activity of enzymes of 
the antioxidant system defence. However, it is shown that the action of hypochlorite of sodium in the concentration of 5 mg/l predetermines less 
negative influence comparatively with the concentration of 10 mg/l. 


Key words: peroxidation of lipid, superoxide dismutase, catalase, liver. 
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У дослідженні всього взяли участь 30 праворуких і здорових осіб, у тому числі 15 чоловіків 1 15 жінок. Оцінювали 
спектральну щільність потужності (СЩП) о-, В- і 0-ритмів ЕЕГ під час здійснення слухо-моторних координацій з 
міжстимульними інтервалами у 250 ме, 500 ме, 1000 мс. Виконання слухо-моторних координацій з часовими інтервалами у 
500 мс у чоловіків та жінок супроводжується розвитком процесів десинхронізації a-, B- i Ө-ритмів ЕЕГ переважно у 
центральних, задніх скроневих, тім'яних і потиличних частках кори, порівняно з фоном. Зростання тривалості часових 
інтервалів між слухо-моторними координаціями від 500 мс до 1000 ме характеризується поглибленням депресії а», B- i 0- 
ритмів ЕЕГ, особливо у лівопівкулевих лобно-центральних ділянках кори. Скорочення часових інтервалів між слухо- 
моторними координаціями від 500 wc до 250 wc в обох статевих групах відзначається процесами синхронізації а», В- i 0- 


ритмів ЕЕГ у корі головного мозку, переважно у правій півкулі. 


Ключові слова: слухо-моторні координації, темп, синхронізація, десинхронізація, біопотенціали. 


ВСТУП 


Вивчення сенсомоторики людини посідає значне 
місце у сучасній психофізіології. Головними 
питаннями, що постають перед науковцями, € 
розуміння й трактування сутності сенсомоторної 
діяльності, уявлення про її структуру 1 компоненти [1; 
7; 9; 13; 15; 17; 27]. Одним з актуальних напрямів 
даної галузі є виявлення центральних механізмів 
сприйняття й мануального відтворення людиною 
акустичних ритмічних стимулів [1; 4; 12; 31]. Сучасні 
літературні дані свідчать про динамічність Ta 
пластичність коркових потенціалів у відповідь на 
звукові подразники (сигнали, мова) в залежності від їх 
складності, а також статі, віку досліджуваних, 1х 
індивідуально-типологічних характеристик та 
набутого досвіду (3; 8; 22] Слухова перцепція 
відображає часові особливості діючого подразника: 
його тривалість, ритмічний характер тощо. Рухові 
відчуття забезпечують досить точне відображення 
дійсності, швидкості і послідовності явищ ||; 2; 7; 8; 
9; 12; 13; 15; 17; 20; 27]. Координація сенсорних та 
моторних процесів полегшує людині вибір вірної 
стратегії поведінки [1; 13; 17; 22; 24; 27; 31. Лурія 
[12], аналізуючи сприйняття й відтворення ритмічних 
структур людиною при локальних порушеннях мозку, 
показав, що виконання (відбиття) ритмів за слуховим 
взірцем є комплексною слухо-моторною діяльністю. 
Остання передбачає як слуховий аналіз ритмічної 
структури, так 1 її «перешифрування» на серію 
послідовних рухів. Ця особливість, на думку 


Романенко [20], Теплова [22], грунтується на тому, що 
звукові коливання пов'язані з відчуттям руху. Тому, 
коли людина чує ритмічні звуки, в неї мимовільно 
виникає слухо-моторна координація рухових дій [20]. 
Організм людини підлаштовується під 
запропонований ритм, прискорюючи або 
уповільнюючи темп своєї роботи у відповідності з 
конкретними обставинами [9; 15; 17; 18; 22]. У руслі 
цих досліджень великого значення набуває вивчення 
темпоритмічних характеристик сенсомоторної 
діяльності людини, що невід'ємно пов'язано 13 
сприйняттям та оцінкою часових співвідношень між 
діючими звуковими ритмічними стимулами. 
Застосування методу електроенцефалографії дозволяє 
дослідити механізми цього процесу [3; 4; 6; 8; 10; 14; 
18; 21; 23-25; 28; 29]. За даними Данілової, Ханкевич 
[3], Ohara, Mima, Baba et al. [27] в процесі стабільної 
ритмічної сенсомоторної діяльності y людини 
з'являється певна циклічність змін біоелектричної 
активності у корі головного мозку у відповідності 13 
частотою та інтенсивністю сенсорного подразника. 
Костандов, Генкіна, Захаров та ін. [10], Іващенко, 
Важнова, Генкіна [6] виявили переважання лівої 
півкулі у процесі оцінки  мікроінтервалів часу. 
Данілова й Гудков [3], використовуючи часові 
інтервали в якості стимулів, установили їх зв'язок з 
динамікою процесу навчання. Каменська [8], 
досліджуючи вплив патологічного функціонального 
стану мозку на відображення часових стимулів, 
показала залежність процесу оцінки тривалостей від 
мотиваційно-вольового стану людини. Іншими 
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дослідниками при виявленні механізмів оцінки 
людиною тривалості стимулів була використана 
методика реєстрації потенціалів, пов'язаних з подією. 
В роботах Наатанена [14], Ходановича, Єсипенко [23], 
Pazo-Alvares, Cadaveira, Amenedo [29], виявлено 
лінійні залежності між амплітудами P300 та М 200-500 
і тривалістю стимулів. Дані Сисоєвої, Вартанова [21] 
показали, що мозок завершує переробку інформації 
про тривалість зорового стимулу через 300 wc після 
завершення його подання, про тривалість слухового 
стимула  — через 250 ме. Під час аналізу 
психофізичних характеристик сенсорної перцепції 
людини Шляхтин [24], Grondin, Ouellette, Rousse et al. 
[25], Ortega, L'opez [28] установили існування 
відмінностей у механізмах обробки інформації при 
суб'єктивній оцінці різних за тривалістю відрізків 
часу та участі когнітивних факторів при цьому. 
Портнова, Балашова, Вартанов [18] виявили наявність 
феномену «когнітивного захоплення» (оперативного 
підлаштування біологічного та психологічного часу) в 
умовах прискорення / уповільнення швидкості 
подання стимулів при  відмірюванні часових 
інтервалів. 

Не дивлячись на кількість робіт, присвячених 
вивченню темпоритмічних характеристик 
сенсомоторного координування, залишаються ряд 
питань, щодо яких не має одностайної думки у 
наукових колах, і які потребують уточнень та 
подальших досліджень. Серед них - з'ясування 
топографії коркових активаційних процесів, 
характеру міжпівкулевих взаємодій, співвідношення 
процесів  синхронізації/десинхронізації за умов 
перемикання уваги між слуховим сприйняттям 1 
запуском необхідної моторної програми при зміні 
темпу діяльності. На шляху до з'ясування зазначених 


питань виявляється актуальною мета нашого 
дослідження: виявлення динаміки процесів 
просторової синхронізації Й десинхронізації 


біопотенціалів ЕЕГ при виконанні слухо-моторних 
координацій з міжстимульними часовими інтервалами 
у 250 мс, у 500 мс та у 1000 мс. Особливий інтерес 
становить | з'ясування | статевих особливостей 
коркового електрогенезу при забезпеченні даної 
діяльності. 


МАТЕРІАЛИ І МЕТОДИ 


У наших дослідженнях всього взяли участь 30 
здорових (медична картка 086/у) 1 праворуких 
чоловіків (15 осіб) 1 жінок (15 осіб) віком 17-21 років. 
Профіль мануальної асиметрії визначали за 
самооцінкою 1 спеціально розробленими мануальними 
тестами (переплетення пальців кисті, схрещування 
рук на грудях,  аплодування, тепінг-тест 1 
динамометрія). Усі піддослідні в експерименті брали 
участь на добровільній основі при дотриманні норм 
біомедичної етики. 

Реєстрацію електроенцефалограми (ЕЕГ) 
здійснювали монополярно з референтним об'єднаним 
вушним електродом за допомогою  апаратно- 
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програмного комплексу „Нейроком” (виробник ,ХАЇ- 
Медика", Харків, 2002; свідоцтво про державну 
реєстрацію Ne 6038/2007 від 26.01.2007року). Активні 
електроди розміщували за міжнародною системою 
10/20 y 19 точках на поверхні голови. У 
функціональних пробах аналізували  60-секундні 
відрізки часу. Епоха аналізу складала 2 c 3 5096 
перекриттям. Для режекції ЕЕГ-артефактів 
використовували | процедуру  ІСА-аналізу. | Для 
кількісної оцінки ЕЕГ-даних мозку використовували 
комп'ютерну програму оцінки спектральної щільності 
потужності (СЩП) біопотенціалів. Це функція, що 
задає розподіл потужності сигналу по частотах. 
Значення СЩП розраховували для усіх відведень B 
усіх тестових ситуаціях для частотних діапазонів Q- 
(альфа, 8-13 Гц), В- (бета, 14-25 Гц) 1 0-ритмів (4-7 Гц) 
ЕЕГ, оцінювались їх зміни порівняно з референтним 
станом. 

Під час експерименту досліджувані були 13 
закритими очима, у положенні напівсидячи у кріслі з 
підголовником. Передпліччя були зафіксовані на 
підлікотниках. EET реєстрували y craHi 
функціонального спокою (фон) ra під час здійснення 
слухо-моторних  координацій  — сприйняття 1 
мануального відтворення ритмічних стимулів. Темп 
виконання слухо-моторних координацій задавали за 
допомогою міжстимульних інтервалів. Зміни 
тривалості міжстимульних інтервалів відбивались на 
трансформації темпу виконання  слухо-моторних 
координацій. Міжстимульні інтервали в різних 
тестових ситуаціях становили 250 мс, 500 mc i 1000 
мс. В якості стимулів використовували звуки 
електронної версії барабанного бою (програмне 
забезпечення Finale 2006). Усі звуки мали однакові 
параметри - тривалість у 10 мс, гучність у 55-60 дБ, 
частоту у 110 Гц. Означені стимули подавали 
бінаурально. У відповідь на стимули піддослідні 
здійснювали реципрокні координації - почергово 
стискали і розтискали пальці кисті правої (ведучої) 
руки. Значущість відмінностей показників (р<0,05) 
між тестами оцінювали за критерієм Вілкоксона для 


парних вибірок, між статевими групами — за 
критерієм  Манна-Уїтні (програмне забезпечення 
AtteStat). 


РЕЗУЛЬТАТИ TA ЇХ ОБГОВОРЕННЯ 


Здійснення слухо-моторних  координацій з 
часовими інтервалами у 500 мс у чоловіків 
характеризується значущим зниженням СЩП а-ритму 
у центральних (0,025<p<0,05), задніх скроневих, 
тім'яних і потиличних частках кори головного мозку 
(px0,0249), у жінок - по всьому «скальпу» 
(0,025<p<0,05), порівняно зі станом функціонального 
спокою (puc. 1, 2). В обох статевих групах 
установлюється переважання значень у  тім'яно- 
потиличній зоні у правій півкулі. У решта ділянках 
кори головного мозку міжпівкулевих асиметрій не 
виявляється. 
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Рис. 1. Динаміка СЩП а», B- i 9-ритмав ЕЕГ при змінах темпу виконання слухо-моторних координашй у чоловіків. 

Примітки до рис. 1-3: стан функціонального спокою (1); здійснення слухо-моторних координацій з інтервалами часу у 500 
мс (2), у 250 мс (3), y 1000 мс (4); Fp 1, 2; Е 3, 4; Е 7, 8 - відповідно передні, задні та бічні лобні частки; С 3, 4 - центральні 
частки; T 3, 4; T 5, 6 - відповідно передні і задні скроневі частки; Р 3, 4 — тім'яні частки; О 1, 2 - потиличні частки в лівій (s) 


і правій (4) півкулях кори головного мозку. 


Трикутники зліва направо — СЩІЇ в а», В- i 0-діапазонах ЕЕГ; риска - відсутність статистично значущих змін; 
AV зростання (зниження) показників у другому тесті, 0,025 < p < 0,05; 
зростання (зниження) показників у другому тесті, p < 0,0249. 


В діапазоні В-ритму ЕЕГ у групі чоловіків 
знайдено зниження показників по всьому «скальпу», 
порівняно зі станом функціонального спокою, p<0,025 
(рис. 1). Міжпівкулеві відмінності виявляються у 
тім'яно-потиличній зоні з акцентом у правій півкулі. 
В групі жінок відмічається зростання показників у 
правій півкулі у передній лобній (р<0,0249), задній 
скроневій (0,025<р<0,05) 1 потиличній (0,025<р<0,05) 
частках, порівняно зі станом функціонального 
спокою. Натомість у лівій півкулі фіксується 
відповідне зменшення значень у бічній лобній, 
передній скроневій 1 центральній ділянках, 
0,025<р<0,05 (рис. 2). Реєструється переважання 
показників у правій півкулі у лобних (р<0,05), задній 
скроневій, центральній 1 потиличній частках 
(р<0,0249). 

В обох статевих групах відзначено зниження 
СЩП Ө-ритму ЕЕГ у симетричних скроневих, 
центральних, тім'яних частках кори головного мозку 


(рис. 1,2). 
Виконання слухо-моторних  координацій з 
часовими інтервалами у 250 мс відзначається 


збільшенням СЩП о-ритму ЕЕГ у лобних частках 


обох півкуль, що є значущим у правій задній лобній 
ділянці (р<0,05), порівняно зі станом функціонального 
спокою. Натомість у задніх скроневих, центральних, 
тім'яних і потиличних зонах виявляється зниження 
показників, що є достовірно значущим у лівій задній 
скроневій ділянці (р<0,05). Аналіз міжпівкулевих 
асиметрій указує на деяке переважання показників у 
лівій півкулі - у задній лобній і передній скроневій 
частках, у правій півкулі - у задній скроневій, 
центральній, тім'яній 1 потиличній зонах кори 
головного мозку. Подібна тенденція стає помітною у 
тім'яній ділянці (р<0,05). Скорочення часових 
інтервалів між слухо-моторними координаціями від 
500 ме до 250 мс у чоловіків призводить до зростання 
значень СЩП а-ритму ЕЕГ по всьому «скальпу», що 
значимим є у правій півкулі у задній лобній і тім'яній 
частках у порівнянні зі слухо-моторною діяльністю з 
міжстимульними інтервалами у 500 мс. У жінок 
здійснення слухо-моторних координацій з часовими 
інтервалами у 250 Mc супроводжується загальним 
збільшенням СЩП а-ритму ЕЕГ по всьому «скальпу», 
порівняно зі станом функціонального спокою (рис. 2). 
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Дана закономірність виявляється у симетричних 
передніх i правій бічній лобних частках (p<0,05). 
Установлено переважання досліджуваних показників 
у лівій півкулі, зокрема у задній 1 бічній лобних 
ділянках (px0,05). Лише у потиличній зоні фіксуються 
більші значення у правій півкулі (p<0,05). При 
зменшенні тривалості інтервалів, що сприймалися 1 
відтворювалися досліджуваними, від 500 ме до 250 
Mc відзначено зростання СЩП а-ритму EET по всьому 
«скальпу», особливо у лобних, скроневих i 
центральних частках (p<0,05). Дана закономірність 
особливо виражена y лівій півкулі (px0,0249) (рис. 2). 

Виконання  слухо-моторних  координацій 3 
часовими інтервалами у 250 мс у чоловіків 
характеризується зниженням СЩП В-ритму ЕЕГ по 
всьому «скальпу», порівняно зі станом 
функціонального спокою. Дана закономірність 
досягає статистично значущлого рівня у лівій півкулі 
- у задній лобній (px0,0249), центральній (px0,0249), 
задній скроневій (0,025<p<0,05) частках; у правій 
півкулі - у передній лобній, скроневій і тім'яній 
ділянках, 0,025<р<0,05 (рис. 1)  Міжпівкулеві 
відмінності (превалювання значень) виявляються у 
лівій півкулі у передній скроневій частці, у правій 
півкулі - у потиличній ділянці, 0,025<р<0,05. 
Зменшення часових інтервалів між слухо-моторними 
координаціями від 500 wc до 250 мс в групі чоловіків 
супроводжуються зростанням СЩП В-ритму ЕЕГ по 
всьому «скальпу». Дана закономірність є значимою у 
правій півкулі у бічній та задній лобних, центральній 
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Рис. 2. Динаміка СЩП а», В- i 0-ритмів ЕЕГ при змінах темпу виконання слухо-моторних координацій у жінок. 


частках, 0,025<p<0,05 (рис. 1). У жінок відмічається 
збільшення СЩП В-ритму ЕЕГ у правій півкулі у 
передній лобній (0,025<p<0,05) 1 задній скроневій 
(px0,0249) частках, порівняно 31 станом 
функціонального спокою (рис. 2). Міжпівкулеві 
відмінності характеризуються більшими значеннями у 
правих лобних (0,025<p<0,05), задній скроневій, 
центральній, тім'яній і потиличній частках (px0,0249). 
Скорочення часових інтервалів між слухо-моторними 
координаціями від 500 мс до 250 мс у жінок 
супроводжується зростанням показників у лівій 
півкулі у лобно-скроневій зоні, у правій півкулі – у 
задній скроневій, центральній, тім'яній і потиличній 
частках. Дана тенденція досягає відповідного рівня у 
лівій бічній лобній 1 правій задній скроневій ділянках 
(0,025<p<0,05) (рис. 2). 

Виконання  слухо-моторних координацій з 
інтервалами у 250 wc в обох статевих групах 
характеризується помітним посиленням CIIIII 0-ритму 
EET у корі головного мозку, особливо у правій 
півкулі, порівняно зі станом функціонального спокою 
(рис. 1, 2). У групі чоловіків зростання показників у 
правій півкулі виявляється у бічній лобній, задній 
скроневій, тім'яній і потиличній ділянках кори, у 
групі жінок - лише у задній скроневій 1 тім'яній 
частках. Аналіз міжпівкулевих відмінностей указує на 
превалювання показників у лівій півкулі у передній 
скроневій частці в обох статевих групах, а також у 
потиличній ділянці - у чоловіків. Натомість у правій 
півкулі виявлене відповідне переважання у бічній 
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лобній та тім'яній частках у чоловіків, у задній 
скроневій та тім'яній ділянках - у жінок ( табл. 1, 2). 
Скорочення часових інтервалів між слухо-моторними 
координаціями від 500 wc до 250 wc в обох статевих 
групах корелює зі значимим зростанням СЩП 0- 
ритму ЕЕГ по всьому «скальпу», що особливо 
вираженим є у чоловіків. 

При здійсненні слухо-моторних координацій з 
часовими інтервалами у 1000 мс у чоловіків 
установлюється загальне зниження СЩП а-ритму 
ЕЕГ по всьому «скальпу», порівняно зі станом 
функціонального спокою і слухо-моторною 
діяльністю з міжстимульними інтервалами у 250 wc. 
Дана закономірність є достовірною у лівій півкулі у 
лобній, скроневій і центральній зонах, у правій 
півкулі - у лобній ділянці кори головного мозку 
(р<0,0249). У порівнянні зі здійсненням слухо- 
моторних координацій з часовими інтервалами у 500 
мс фіксується помітне зниження показників у лобній 
зоні з акцентом у лівій півкулі та у лівій передній 
скроневій частці. Натомість відмічається тенденція до 
переважання значень у тім'яно-потиличних частках 
обох півкуль. У жінок виконання даного рухового 
завдання характеризується значимим зниженням 
СЩП о-ритму ЕЕГ по всьому «скальпу», особливо у 
центральних 1 скроневих частках обох півкуль 
(р<0,0249) (рис. 2). Зростання часових інтервалів між 
слухо-моторними координаціями від 500 мс до 1000 
мс відзначається значимим зниженням показників 
тім'яній зоні, особливо у лівій півкулі (р<0,05). 

Виконання  слухо-моторних  координацій 3 
часовими інтервалами у 1000 мс у групі чоловіків 
відзначається зниженням СЩП В-ритму EET, 
порівняно зі станом функціонального спокою, y 
півкулях кори головного мозку. У лівій півкулі ця 
закономірність реалізується у задній лобній 
(р<0,0249), центральній (р<0,0249), задній скроневій, 
тім'яній і потиличній частках; у правій півкулі - у 
передній та задній лобній 1 центральній ділянках, 
0,025<p<0,05 (рис. 1). Установлюється переважання 
значень СЩП В-ритму ЕЕГ у правій півкулі у 
центральній (р<0,0249), тім'яній | (px0,0249) 1 
потиличній частках. У жінок відмічається значиме 
зниження показників загалом у лівій півкулі, а також 


у задній скроневій, центральній та тім'яній частках 
правої півкулі, порівняно зі станом функціонального 


спокою (р<0,05) (puc. 2). Знайдене помітне 
переважання показників у правій півкулі 
(0,025<р<0,05), особливо у задній скроневій, 


центральній 1 потиличній частках (р<0,0249) 
Збільшення тривалості часових інтервалів, що 
оцінювалися досліджуваними, від 500 ме до 1000 wc y 
чоловіків відзначається значимим зростанням СЩП В- 
ритму ЕЕГ, переважно у правій півкулі (р<0,0249), у 
жінок - зниженням показників у симетричних 
передніх лобних (0,025<р<0,05), задніх лобних 
(р<0,0249) 1 центральних ділянках (px0,0249), а також 
лівих бічній лобній (0,025<р<0,05) 1 тім'яній 
(р<0,0249) зонах кори головного мозку (рис. 1, 2). 
Реалізація слухо-моторних  координацій з 
інтервалами у 1000 мс у чоловіків характеризується 


значимим зниженням СЩП  0-ритму ЕЕГ у 
симетричних скроневих, центральних,  тім'яних, 
потиличних частках, порівняно зі станом 


функціонального спокою (рис. 1, 2). Група жінок 
також відзначається подібною динамікою СЩП 0- 
ритму, але остання є менш вираженою, порівняно з 
чоловіками, і здебільшого не досягає значимого 
рівня, крім лівої тім'яної частки. Показники у 
симетричних передніх лобних частках у чоловіків не 
зазнали суттєвих змін, у жінок - відзначились 
зростанням.  Установлене значиме превалювання 
показників у правій півкулі: у тім'яній частці у 
чоловіків, у потиличній ділянці у жінок. Зростання 
часових інтервалів між слухо-моторними 
координаціями від 500 мс до 1000 мс у групі чоловіків 
відзначається тенденцією до зниження CIIIII 0-ритму 
EET у лівій бічній лобній і симетричних передніх 
скроневих частках, у груш жінок - помітним 
зростанням показників у симетричних передніх 
лобних частках і відповідним зниженням у тім'яно- 
потиличній зоні обох півкуль кори. Порівняно зі 
сприйняттям і відтворенням часових інтервалів у 250 
ме, зростання інтервалів між координаціями до 1000 
MC супроводжується значимим зниженням CIIIII 0- 
ритму ЕЕГ по всьому «скальпу» у групі чоловіків, 
переважно у лівій півкулі - у групі жінок. 


Рис. 3. Статеві відмінності у динаміці СЩП а», B- 1 0-ритмів ЕЕГ при змінах темпу виконання слухо-моторних координацій. 


ДМ більші (менші) показники у жінок, 0,025 < p < 0,05; 
AV більші (менші) показники у жінок, p < 0,0249. 


158 


Аналіз статевих відмінностей СЩП а-ритму 
ЕЕГ указує на менші показники у жінок, порівняно з 
чоловіками у всіх тестових ситуаціях (рис. 3). Так, у 


стані функціонального спокою відмічена 
закономірність виявилась значимою у задніх 
скроневих, центральних, тім'яних 1 потиличних 


частках обох півкуль кори головного мозку (р<0,05). 
Під час здійснення слухо-моторних координацій з 
часовими інтервалами y 250 мс - у правих задній 
лобній, передній скроневій частках, а також у лівих 
центральній i тім'яній ділянках (р<0,05), у 500 mc — y 
задніх лобних, скроневих, центральних, тім'яних 
частках, особливо у лівій півкулі (р<0,05). За умови 
слухо-моторної діяльності з міжстимульними 
інтервалами у 1000 ме відзначаються нижчі значення 
у лівій півкулі у задній скроневій 1 тім'яно-потиличній 
зонах, у скроневій, центральній 1 тім'яній ділянках 
кори головного мозку (р<0,05). 

В діапазоні В-ритму ЕЕГ установлено менші 
значення у жінок у задніх i бічних лобних, 
центральних, задніх скроневих і тім'яних частках 
обох півкуль кори головного мозку, порівняно 3 
чоловіками під час стану функціонального спокою. 
Дана закономірність набуває значимого рівня у лівій 
центральній та симетричних тім'яних частках (px0,05) 
(рис. 3). Виконання слухо-моторних координацій з 
міжстимульними інтервалами y 500 мс відзначається 
порівняним зростанням показників у групі жінок у 
правих передній лобній та задній скроневій частках 
(p<0,05), y 250 wc i 1000 wc - характеризуються 
меншими значеннями у групі жінок y правій задній 
скроневій та правій тім'яній частках кори головного 
мозку (p<0,05). Жінкам властиві більш виражені зміни 
(зниження/зростання) СЩП В-ритму ЕЕГ при зміні 
темпу слухо-моторної діяльності, порівняно з 
чоловіками. 

В діапазоні 0-ритму ЕЕГ у жінок виявлено нижчі 
показники у потиличних ділянках в різних тестових 
ситуаціях (0,025<р<0,05). Разом 3 тим, у чоловіків 
установлюється вища реактивність динамічних змін у 
просторовому розподілі СЩП 0-ритму при переході 


до слухо-моторної діяльності 3 різними 
міжстимульними інтервалами. 
Результати наших досліджень указують на 


специфічні риси коркових активаційних процесів у 
чоловіків та жінок при забезпеченні стабільної 
ритмічної слухо-моторної діяльності, що змінювались 
в залежності від темпу її виконання. Згідно з умовами 
нашого експерименту темп слухо-моторної діяльності 
трансформувався відповідно до змін тривалості 
часових інтервалів між координаціями. Наші дані 
узгоджуються 3 результатами Гаркавенко, 
Горковенко, Маньківької та ін. [2], Пономарева, 
Кропотової, Полякова та ін. [16], Данько [5], Ohara, 
Mima, Baba [27] про те, що зміни в діапазонах a- В- i 
0-ритмів ЕЕГ відображають процеси у корі, пов'язані 
з обробкою сенсорної інформації та здійсненням 
рухових актів. Найбільш задіяними до діяльності були 
задні скроневі, центральні, тім'яні, потиличні, а також 
лобні ділянки кори. Таким чином, виконання слухо- 
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моторної діяльності у корковій організації 
супроводжувалось не лише участю центрів моторної 
кори, які складають ядро рухового аналізатора, але й 
інших  — проекційних 1 асоціативних полів 
неокортексу (лобних, задніх скроневих, тім'яних 1 
потиличних зон). На думку Лурії [12], Rykhlevskoyi 
[30] залученість цих ділянок кори створює умови для 
об'єднання роботи багатьох центрів у єдину 
функціональну систему, що 1 забезпечує довільні 
сенсомоторні дії. 

Здійснення слухо-моторних  координацій з 
часовими інтервалами у 500 мс у чоловіків та жінок 
характеризується значимим зниженням СЩП а» В- i 0- 
ритмів ЕЕГ переважно у центральних, задніх 
скроневих, тім'яних і потиличних частках кори, 
порівняно з фоном. Десинхронізація ЕЕГ у даних 
частотних діапазонах є характеристикою активності 
кори під час обробки сенсомоторної інформаці [2; 11; 
16; 27]. Залучення здебільшого центральних 1 
тім'яно-потиличних ділянок указує на використання 
піддослідними у певній Mipi автоматизованих 
стратегій [1; 7; 27; 31]. Разом з тим, у жінок у 
діапазоні В-активності на фоні зниження показників у 
лівій півкулі відзначено їх порівняне зростання у 
правій - у передній лобній, задній скроневій 1 
потиличній частках. Подібні закономірності у лівій 
півкулі свідчать про активну обробку сенсо-моторної 
інформації, у правій півкулі можливо € 
відображенням посилення процесів, пов'язаних з 
вегетативним забезпеченням даної діяльності [4; 12; 
16; 26; 30]. 

Збільшення тривалості часових інтервалів між 
координаціями від 500 мс до 1000 wc 
супроводжується поглибленням депресії a- B- i 0- 
ритмів ЕЕГ з акцентом у лівопівкулевих лобно- 


центральних ділянках кори, що пов'язано 3 
посиленням процесів активації B умовах 
інтенсивнішого залучення когнітивного фактору 


(уваги, оперативної пам'яті) | 1; 5; 11; 14; 18; 19; 26; 30 
31]. Критерієм цього є i порівняне зростання y 
чоловіків СЩП В-ритму, синхронізація якого, як 
відомо, лінійно пов'язана 3 актуалізацією 
мислительних процесів людини |4; 12; 16; 26; 301. 
Скорочення часових інтервалів між 
координаціями від 500 wc до 250 wc в обох статевих 
групах відзначається значимим зростанням СЩП a- р- 
1 0-ритмів ЕЕГ у корі головного мозку, переважно у 
правій півкулі. Автори Гаркавенко, Горковенко, 
Маньківська та iH. [2] посилення значень СЩП а- 
ритму у кор! головного мозку пов'язують 13 
пониженням збудливості її нейронів і розвитком 
гальмівних процесів. На думку Костандова, Курової, 
Черемушкіна [11] таке гальмування є наслідком 
зниження коркового контролю 1 дозволяє сфокусувати 
коркові процеси на вирішення поточної значимої 
задачі i попередити вплив нерелевантних факторів. У 
зв'язку 3 цим збільшення значень СЩП у корі 
головного мозку під час сприйняття і відтворення 
часових інтервалів y 250 мс може бути наслідком 
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зниження довільного коркового контролю й уваги, a 
також посилення процесів вегетативного забезпечення 
в умовах швидкої і паралельної обробки сенсо- 
моторної інформації при оцінці топологічних 
характеристик стимулів — їх одночасності- 
різночасності [24; 25]. Наші дані узгоджуються з 
дослідженнями Костандова, Генкіна, Захарової та 1н. 
[10], Іващенко, Важнової, Генкіної [6], які 
передбачають спільну нейрофізіологічну основу для 
короткочасної (оперативної) пам'яті 1 оцінки коротких 
інтервалів часу. На думку авторів, чим коротшими є 
часові інтервали, що оцінюються, тим більшою є 
щільність упаковки коливань електроенцефалограми. 

Вивчення міжпівкулевих асиметрій під час 
виконання слухо-моторних координацій з короткими 
часовими інтервалами показує вищі показники СЩП 
a- В- 1 0-ритмів ЕЕГ в правій півкулі як у чоловіків, 
так 1 у жінок. На нашу думку, це демонструє 
формування більш виражених активаційних процесів 
у лівій півкулі. Згідно з даними Костандова, Генкиної, 
Захарова та їн. [10], Іващенко, Важнової, Генкіної [6], 
Ходанович, Єсипенко [23], механізм оцінки часу y 
лівій півкулі пов'язаний зі звуковою мовною 
діяльністю, що потребує тонкого аналізу часових 
характеристик. 

Аналіз | статевих | особливостей коркового 
електрогенезу указує на існування специфічних рис 
обробки сенсомоторної інформації у чоловіків та 
жінок. Група жінок характеризується меншими 
показниками СЩП a- В- 1 0-ритмів ЕЕГ, порівняно з 
чоловіками. На нашу думку та у відповідності з 
даними літератури [5; 11; 19; 26; 30], це може 
свідчити про вищий рівень активаційних процесів у 
зазначених частках кори головного мозку у жінок. 
Динамічні зміни в (діапазоні у чоловіків мають 
більш локальний 1 асиметричний характер з акцентом 
у лівій півкулі, у жінок - є більш генералізованими. 
Автори Разумнікова, Вольф [19] існування статевих 
відмінностей у півкулевій асиметрії при виконанні 
спеціалізованої діяльності пов'язують 3 різними 
механізмами обробки інформації у чоловіків і жінок: 
домінування лівопівкулевих сукцесивних способів 
обробки інформації у чоловіків 1 кооперативної 
взаємодії півкуль у жінок. Жінки відзначаються 
вищою реактивністю (більший рівень значимості 
відмінностей) у діапазоні В-ритму, чоловіки - у 
діапазоні Ө-активност при переході до слухо- 
моторної діяльності загалом та при змінах тривалості 
часових інтервалів між координаціями. 

Таким чином, здійснення слухо-моторних 
координацій людиною забезпечується скоординованою 
діяльністю різних систем мозку, як безпосередньо 
контролюючих реалізацію моторного акту, так 1 
пов'язаних із процесами сприйняття, уваги, пам'яті. 
Результати | досліджень показують використання 
досліджуваними різних стратегій селекції інформації в 
умовах прискорення та уповільнення темпу виконання 


слухо-моторних координацій. Зміна темпу виконання 
слухо-моторної діяльності супроводжується 
характерною динамікою процесів десинхронізації та 
синхронізації біопотенціалів EET, що відображають 
рівень коркової активації й залучення когнітивних 
факторів. Установлений вплив такого важливого 
біологічного фактору, як стать досліджуваних, на 
особливості коркового електрогенезу в ході слухо- 
моторної діяльності. 


ВИСНОВКИ 


1. Виконання слухо-моторних координацій з різними 
міжстимульними часовими інтервалами в обох 
статевих групах досліджуваних супроводжується 
найбільшим залученням задніх скроневих, 
центральних, тім'яних, потиличних, а також 
лобних ділянок кори в діапазонах a- В- i 0-ритмів 
ЕЕГ. 

2. Здійснення слухо-моторних координацій з 
часовими інтервалами у 500 мс у чоловіків та жінок 


супроводжується розвитком процесів 
десинхронізації а- В- 1 0-ритмів ЕЕГ переважно у 
центральних, задніх скроневих,  тім'яних 1 


потиличних частках кори, порівняно з фоном. 

3. Зростання тривалості часових інтервалів між слухо- 
моторними координаціями від 500 wc до 1000 wc 
супроводжується поглибленням депресії a- В- 1 0- 
ритмів EET, особливо у лівопівкулевих лобно- 
центральних ділянках кори. 

4. Скорочення часових інтервалів між слухо- 
моторними координаціями від 500 мс до 250 мс в 
обох статевих групах відзначається процесами 
синхронізації a- В- 1 0-ритмів ЕЕГ у корі головного 
мозку, переважно у правій півкулі. 

5. Установлен! нижчі показники СЩП а- В- 1 0-ритмів 
у лівій півкулі під час виконання слухо-моторних 
координацій з різними міжстимульними часовими 
інтервалами як у чоловіків, так 1 у жінок. 

6. Жінки характеризуються меншими показниками 
CHII a- B- i 0-ритмів ЕЕГ, порівняно з чоловіками. 
Чоловіки відзначаються вищою реактивністю 
(більший рівень значимості відмінностей) у 
діапазоні 0-активності, жінки у діапазоні В-ритму 
при переході до слухо-моторної діяльності загалом 
та при змінах тривалості часових інтервалів між 
координаціями. Динамічні зміни в а-діапазоні у 
чоловіків мають більш локальний і асиметричний 
характер з акцентом у лівій півкулі, ніж у жінок. 
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ДИНАМИКА ПРОСТРАНСТВЕННОЙ СИНХРОНИЗАЦИИ И ДЕСИНХРОНИЗАЦИИ БИОПОТЕНЦИАЛОВ ЭЭГ 
ПРИ ИЗМЕНЕНИЯХ ТЕМПА ВЫПОЛЕНИЯ СЛУХО-МОТОРНЫХ КООРДИНАЦИЙ ЧЕЛОВЕКОМ 


Моренко А. Г., Павлович О. С. 


В исследовании всего приняли участие 30 праворуких и здоровых человек, в том числе 15 мужчин и 15 женщин. Оценивали 
спектральную плотность мощности (СПМ) о- В- і 0-ритмов ЭЭГ при осуществлении слухо-моторных координаций с 
интервалами между стимулами в 250 мс, 500 мс, 1000 мс. Выполнение слухо-моторных координаций с интервалами 
времени в 500 мс у мужчин и женщин сопровождается развитием процессов десинхронизации Q- B- i 6-ритмов ЭЭГ 
преимущественно в центральных, задних височных, теменных и затылочных долях коры по сравнению с фоном. Рост 
продолжительности интервалов времени между слухо-моторными координациями от 500 мс до 1000 мс характеризуется 
усилением депрессии a- В- i 0-ритмов ЭЭГ, особенно в левополушарных лобно-центральных долях коры. Сокращение 
интервалов времени между слухо-моторными координациями от 500 мс до 250 мс в обеих половых группах отмечается 
процессами синхронизации Q- В- i 0-ритмов ЭЭГ в коре головного мозга, преимущественно в правом полушарии. 


Ключевые слова: слухо-моторные координации, темп, синхронизация, десинхронизация, биопотенциалы. 


DYNAMICS ОЕ SPATIAL SYNCHRONIZATION AND DESYNCHRONIZATION OF EEG BIOPOTENTIAL IN TIME 
CHANGES OF TEMPO OF PERFORM OF THE OTIC AND MOTOR COORDINATIONS OF A MAN 


Morenko A. G., Pavlovych O. S. 


30 right-handed and healthy people, including 15 men and 15 women, took part in the study. We evaluated power spectral density 
(PSD) of the EEG а- В- and 0-rhythms in time implementation of otic and motor coordinations with the intervals between stimuli of 
250 ms, 500 ms, 1000 ms. Performing of otic and motor coordinations with intervals of 500 ms in men and women, accompanied by 
the development of process of desynchronization of the EEG a- В- and 0-rhythms mainly in the central, posterior temporal, parietal 
and occipital lobes of the cortex compared with the rast. The growth duration of time intervals between otic and motor coordinations 
from 500 ms to 1000 ms is characterized by increasing of depression of the EEG a- В- and O-rhythms, especially in the left- 
hemispheric frontal and central parts of the cortex. Reducing the time intervals between otic and motor coordinations from 500 ms to 
250 ms in both sex groups indicated by synchronization of the EEG a- В- and 0-rhythms in the cerebral cortex, predominantly in the 
right hemisphere. 


Key words: otic and motor coordinations, tempo, desynchronization, desynchronization, biopotentials. 
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В 2012 году исполняется сто пятнадцать лет со дня 
рождения первого гелиобиолога в мировой науке 
Александра Леонидовича Чижевского. В 1924 году он 
издал в Калуге монографию «Физические факторы 
исторического процесса», которая дополняла и 
обобщала материалы диссертации «О периодичности 
всемирно-исторического процесса», защищенной в 
Москве в 1918 г. двадцатидвухлетним Чижевским. В 
этих работах им была установлена связь исторических 
событий, происходящих на Земле, с 11-летними 
циклами солнечной активности. Нельзя сказать, чтобы 
утверждение этой связи было принято «на ура» 
естественнонаучной общественностью. В 30-е годы 
авторитетные круги АН СССР подвергали А.Л. 
Чижевского остракизму. При жизни А.Л. Чижевского 
был переиздан лишь сокращенный вариант книги во 
Франции, на французском языке. Книга вышла лишь в 
1992 г. [1]. Опубликована также в двух изданиях, в 1973 
и 1976 rr, монография под названием «Земное эхо 
солнечных бурь» [2], с предисловием ведущего 
физиолога и космобиолога академика О.Г. Газенко. Но 
это произошло уже после кончины А.Л. Чижевского в 
1964 г. Ha IV Международном  Симпозиуме 
«Корреляции биологических и физико-химических 
процессов с космическими и гелиогеофизическими 
факторами» (Пущино, 1996 г.), посвящённом столетию 
со дня рождения основателя гелиобиологии А.Л. 
Чижевского (1897-1964), непосредственно медицинским 
и биологическим аспектам космофизических 
корреляций посвящено 82 доклада. Среди них два или 
три доклада посвящены непосредственно изучению 
исторических процессов. Особый интерес представляет 
доклад С. Эртеля, профессора института психологии 
Геттингенского университета (Германия) [3]. Доклад 
носил достаточно знаковое и обязывающее название: 
«Солнечные пятна и поворотные моменты истории 
человечества. Исследование наиболее экстравагантного 
утверждения Чижевского». Тема и содержание доклада 
заслуживают быть приведёнными в кратком изложении 
самого С. Эртеля. «В работе исследовалось утверждение 
связи между солнечной активностью и революционным 
массовым движением, сформулированное в 1921 г. 
Александром Чижевским. Вычислялся мастер-индекс 
событий, связанных с жестокостью и насилием, по 2101 
случаю из 4000, описанных в 18 исторических 
источниках (1700-1985). Данные, занесённые в 


специальную базу данных, были подвергнуты 
О-анализу, что ПОЗВОЛИЛО определить средние 
отклонения наиболее «жестоких» лет OT лет, 


соответствующих максимумам солнечной активности и 
оценить эти значения на основании метода 
рандомизации (обработка случайных значений). Связь 
между солнечной активностью и «нарастанием 
жестокости масс» оказалась очень значимой 
(р < 0,001). Результаты, полученные по контрольным 
выборкам, подтвердили вывод о том, что эта связь 
существенна. Мы должны учитывать связанные с этим 
физические, физиологические, психологические и 
социальные проблемы, поднятые осознанием 
корреляции человеческой истории с гелиозависимыми 
процессами, протекающими в окружающей среде». 

О таком подтверждении результатов своих 
исследований А.Л. Чижевский мог только мечтать. 
Несколько неожиданно подтверждение выводов 
А. Чижевского и С. Эртеля даёт привязка исторических 
событий к названиям годов циклического календаря [4]. 
А почему, собственно, неожиданно? Ведь годы в 
циклическом календаре да и в любом другом должны 
различаться между собой по солнечной активности в 
пределах 11-летнего цикла, а также по проявлению 
ВЛИЯНИЯ других космических гелиогео- и 
селенофизических факторов. Сложнее обстоит дело c 
отбором исторических собьтий. Здесь трудно избежать 
известного субъективизма. По нашему мнению события 
должны быть реально отражены в исторических 
документах (реформы, военно-политические акции), а 
также должны остаться в памяти поколений по 
результатам. Можно допустить небольшие смещения (1- 
2 года) по временной шкале. Вероятно, мы должны 
следовать тезису | екатеринбургского философа, 
профессора Д.В. Пивоварова о том, что «Скрытое бытие 
надо постигать изнутри вещей, мысленно соединяя 
затем  усвоенные сущности с их внешне 
воспринимаемыми проявлениями» [5]. Этот тезис 
применительно к процессам познания законов природы 
(и общества) Д.В. Пивоваров развил в работе [6]. В этой 
работе предложено рассматривать законы природы, а 
возможно, и общества, как пограничные формы бытия, 
позволяющие использовать потенциал богословских 
идей Логоса в процессе познания (см. Д. В. Пивоваров 
Законы природы, как форма пограничного бытия Сб. 
Новые идеи в аксеологий и анализе ценностного 


ИССЛЕДОВАНИЯ А.Л. ЧИЖЕВСКОГО И ЭЛЕМЕНТЫ ПЕРИОДИЧНОСТИ РЕФОРМ 163 
И ВОЕННО-ПОЛИТИЧЕСКИХ АКЦИЙ В РОССИИ И БЫВШЕМ СССР B XIX-XXI BB. 


сознания под ред. Ю. И. Мирошникова -: Екатеринбург, 
изд. УРОРАН, 2007 г., стр. 311-328) [6]. В качестве 
«богословских идей Логоса» можно рассматривать 
привнесение гуманитарного формата (философия, 
поэзия, живопись) в структуру естествознания. В 
принципе, прием логического доказательства «от 
противного» несет в себе печать подобных идей. Сюда 
же, возможно, следует отнести пустые клетки таблицы 
Д.И. Менделеева. Недаром ВИДНЫЙ физик 
Я.И. Френкель отмечал, что хорошая физическая теория 
должна быть похожа на карикатуру. 

В рассматриваемом конкретном случае 
проникновение «внутрь вещей» началось с шутливого 
стихотворения, призванного обозначить проводы 
прошлого года, года «Козы» по восточному кален-дарю 
и встречу нового 2004 года, года Обезьяны, сочиненного 
автором настоящих заметок [7]. 

Шляпою машет Коза Обезьянке: 

«Смотри же, не навреди, иностранка! 

Ведь, если искать аналогии в старом, 

То ты виновата в реформах Гайдара, 

Я жза собой вины чувствую груз, 

При мне, как ты помнишь, распался Союз». 

Итак, знаковые исторические события 1991 и 1992 гг. 
привязаны к названиям годов в циклическом календаре. 
А в 2004 году в марте-апреле началось интенсивное 
обсуждение и подготовка к грядущей реализации 
экономической и административной реформ. Об этом 
говорит с экрана телевизора Президент страны. 
Ведущие тележурналисты беседуют с ведущими 
министрами: Владимир Соловьёв с Г. Грефом, а 
Владимир Познер с А. Кудриным. Журналисты с трудом 
прячут свой скепсис, а шутливый стишок оборачивается 
совсем нешуточным прогнозом и основанием для 
ретроспективного рассмотрения соответствия знаковых 
преобразований, проводимых властями «сверху» 
(реформы, военно-политические акции) в бывшем СССР 
и России. 

1980 г. В самом конце 1979 г. ввод ограниченного 
контингента (Советских войск в Афганистан. 
Присоединение СССР к странам, осуществляющим 
переходы на летнюю и зимнюю шкалы 
времяисчисления. Якобы малозначащий акт. Но с его 
осуществлением СССР, а затем Россия превратились в 
полигон, на котором в периоды летнего времени, 
«летний час» в сочетании с «декретным часом», 
введённым на территории бывшего СССР в 1929-1930 
гг., вероятно, не без участия А.Л. Чижевского, создают 
условия для расхождения на целых 2 часа летней 
временной шкалы с достаточно консервативными 4-5 
часовыми внутрисуточными биоритмами в организме 
человека. В результате большой набор негативных 
последствий приходящихся на период действия шкалы 
летнего времяисчисления, продолжительность которого 
достигает уже семи месяцев в году. 

1968 г. Экономическая реформа. Ввод войск стран 
Варшавского договора в Чехословакию, который 
покончил с иллюзиями относительно возможности 
построения социализма с человеческим лицом. 


1956 г. Разоблачение Н.С. Хрущёвым культа 
личности И.В. Сталина. Организация совнархозов. 
Венгерские события. 

1944 г. Первоначально автор полагал, что реформы и 
акции диктовались участием СССР в Великой 
Отечественной войне. Влияние солнечной активности 
завуалировано. Однако, это, видимо, не совсем верно: 
наиболее жестокое движение масс (по Эртелю) 
подвигло власти основных мировых держав в 1944-45 гг. 
к созданию Организации Объединенных Наций в той 
структуре, которой Мир пользуется по сей день. 

1932 г. Разгар коллективизации: «Год великого 
перелома». Постановление ЦК ВКП (6) о реорганизации 
писательских организаций и создании единого Союза 
писателей СССР. 

1920 г. Ассоциируется с заменой продразверстки 
продналогом, введением НЭПа в 1921 г. 

1908 г. Ассоциируется с реформой П.А. Столыпина, 
начатой в 1906 г. В 1906-1908 тг. прошло обсуждение в 
Думе. 

1896 г. Ассоциируется с финансовыми реформами 
графа Витте. 

1884 г. Ассоциируется с консервативными 
реформами Александра Ш и Протопопова. 

1872 г. Ассоциируется с судебной реформой в 
России. 

1860 г. Отмена крепостного права в России в 1861 г. 

1848 г Участие России в подавлении 
революционных движений в Европе. 

1836 г. Ассоциируется с консерватизмом Николая Iu 
гибелью А.С. Пушкина в начале 1837 г. 

1824 г. Назревание революционных реформ, 
завершившееся событиями на Сенатской площади в С.- 
Петербурге. 

1812 г. Ассоциируется с подготовкой реформ 
Сперанского, свёрнутой благодаря Отечественной войне 
1812 r. 

1800 г. Ассоциируется с реформами Павла 1, 
остановленными покушением на него. 

Как мы видим на протяжении двух столетий год 
Обезьяны по циклическому календарю [4] в России и 
бывшем СССР отмечен достаточно знаковыми 
реформами и акциями властей, оставшимися в памяти 
поколений. Таким образом, налицо естественная 
систематизация исторических событий и военно- 
политических акций, их периодичность в связи с 
хронологическими | данными по циклическому 
календарю, которая не вступает в противоречия с 
выводами А. Чижевского и С. Эртеля. 

Интерес к подобным тенденциям и соответствиям 
сформировался у А.Л. Чижевского еще в гимназические 
годы. Уже в 1915 г. недавний абитуриент 
Коммерческого училища выступает в Москве с 
докладом «Периодическое влияние Солнца на биосферу 
Земли». На формировании интереса сказалось 
счастливое сочетание ряда факторов. Назовем главные 
из них. Прежде всего прекрасное гуманитарное 
воспитание в семье, где царил интерес к русской и 
мировой истории и европейским языкам. А.Л. 
Чижевский обучался живописи во Франции и 
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профессионально рисовал, оставив довольно большое 
живописное наследие. Он был наделен поэтическим 
даром. Стихов хватило на сборник. В 20-е годы 
Владимир Маяковский (а он был строг и требователен к 
поэтам) предлагал Чижевскому бросить науку и 
заняться поэтическим творчеством. Но интерес к науке 
перевесил. Здесь, видимо, сказалось влияние К.Э. 
Циолковского, который был гимназическим 
преподавателем А.Л. Чижевского и сохранял с ним 
связи вплоть до своей кончины в 1935 г. Очевидно, что 
для А.Л. Чижевского не составляло большого труда 
установить корреляцию исторических событий и 
космогелиоселено- и геофизических факторов. 

Сложнее представить себе каналы, по которым 
реализуются солнечно-земные связи, их специфические 
влияния на биосистемы. Известно, что изменение 
солнечной активности сопровождается изменением 
потока от Солнца к Земле заряженных частиц. Но при 
чем здесь биосистемы? А.Л. Чижевский показывает в 
опытах на мышах, проведенных в Калуге, в домашней 
лаборатории, в 1919-20 гг., что на биосистемы 
положительно влияют отрицательно заряженные аэро- 
ионы, а отрицательно — положительные [5]. Нам в ходе 
экспериментально-теоретических исследований, 
носящих изначально физико-химический, технический 
характер (мы исследовали эффекты электрохимической 
и магнитной активации нейтральной жидкой воды), 
удалось показать [6-14], что в ходе протолической и 
электрон-радикальной диссоциации жидкой воды 
самопроизвольно образуются молекулы воды, несущие 
отрицательный заряд, и создаются условия для 
образования метастабильных олигомеров. Жидкая вода 
является непременной и существенной частью любых 
биосистем, и образующиеся в ней гидратированные 
электроны должны служить естественным проводником 
влияния аэро-ионов на биосистемы. Здесь наши 
исследования несколько неожиданно стыкуются с 
исследованиями А.Л. Чижевского, Более того, 
образование-распад метастабильных олигомеров 
обуславливает колебания основной массы молекул воды 
в режиме колебаний сверхнизкой частоты, превращая 
жидкую воду биосистем в детектор низкочастотных 
электромагнитных змиссий, сопровождающих 
изменения солнечной активности и вариации других 
космогелиогео- и селенофизических факторов. Налицо 
еще один канал для реализации космогелиоземных 
связей. Тенденции и соответствия, о которых шла речь 
выше, обретают, таким образом, естественнонаучное 
обеспечение. 

Однако все это не изменяет того непреложного 
факта, что отправным моментом в установлении 
периодичности событий оказались рифмы пародийного 
плана. Это довольно необычно и вызывает определенное 
смущение с точки зрения представлений современного 
естествознания. Ниже мы попытаемся показать, что 
подобное смущение не должно препятствовать 
использованию поэзии в качестве инструмента 
познания. Как отмечает известный биофизик С.Э. 
Шноль [20], «поэтическое, т.е. в значительной степени 
интуитивное восприятие мира позволило А.Л. 
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исторических процессов и физиологического состояния 
людей от солнечной активности. Исследования А.Л. 
Чижевского охватывают три области: гелиобиология, 
аэроионы и эритроциты». Как романтику, А.Л. 
Чижевскому удалось выстроить свои оригинальные 
ряды преемственности в междисциплинарном формате с 
ориентацией на относительные значения параметров. 

В 1939 г. А.Л. Чижевский был заочно избран 
почетным президентом 1-го Международного 
биофизического конгресса в Нью-Йорке и представлен к 
присуждению Нобелевской премии. В тексте 
меморандума-представления, подписанного 
профессорами Д.Арсонвалем, П. Ланжевеном, Бранли, 
указывается: «В лице профессора Чижевского мы 
бесспорно имеем одного из гениальных натуралистов 
всех времен и народов, который достоин занять 
почетное место в Пантеоне человеческой мысли наравне 
с великими представителями естествознания. Для 
полноты характеристики этого замечательного человека 
нам остается еще добавить, что он, как это видно из 
широко известных биографий, написанных проф. 
Лесбергом, проф. Реньо, проф. Потаний, является также 
выдающимся художником, утонченным поэтом- 
философом, олицетворяя для нас, живущих в ХХ веке, 
монументальную личность да Винчи». 

Выше мы уже отметили, что осуществленная нами 
систематизация значений констант ступенчатой 
протолитической диссоциации [14] по существу 
приводит K подтверждению концепции 
А.Л. Чижевского о существовании аэроионов, 
обеспечивающих доведение изменений солнечной 
активности до живых организмов. 


Содержание концепции А.Л. Чижевского о 
гелиотараксии сводилось к утверждению связи 
социальных кризисов с максимумами солнечной 


активности. А.Л. Чижевский истолковал обнаруженную 
корреляционную связь как воздействие какого-то 
физического агента на человеческую психику. Он 
пытался отыскать признаки такого влияния, привлекая 


данные психиатрии, статистику политической 
активности, террористической деятельности, 
забастовочной борьбы. Однако натолкнулся на 


непроходимый скепсис. Особенно здесь отличились 
представители истории, физики и общей биологии, 
несмотря на положительное отношение к концепции 
таких деятелей, как В.М. Бехтерев, Д.К. Заболотный, 
В.И. Вернадский, П.П. Лазарев, А.В. Леонтович, Н.А. 
Семашко, К.Э. Циолковский. 

Впрочем, А.Л. Чижевский сам понимал, что одна их 
основных причин уязвимости его позиции состоит в 
неопределенности и многозначности аргумента, 
каковым является солнечная активность. Он указывал на 
необходимость привлечения каких-то приемов, 
позволяющих ввести в описание изменений солнечной 
активности неких относительных параметров, 
аналогичных значениям относительных атомных масс 
(весов), как это имело место при открытии 
Периодического закона Д.И. Менделеевым. Ссылки 
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здесь на значение его (Д.И. Менделеева) сновидений 
совершенно некорректны. Успех здесь во многом 
определялся  детерминированностью относительных 
значений аргумента и внутри-дисциплинарным на 
начальном этапе рассмотрением предмета открытия, как 
это случилось в Русском химическом обществе. В 
середине ХІХ в. около открытия Периодического закона 
находились многие исследователи. Отметим, что в 
дальнейшем явление периодичности свойств 
химических элементов воплотилось во многих 
проявлениях. По аналогии возможно, что рассмотренная 
нами периодичность результативных реформ и военно- 
политических акций в России является проявлением 
гелиотараксии. Очевидно, что использование 12-летних 
циклов циклического календаря в сочетании с 11- 
летними циклами солнечной активности по Карлу 
Вольфу [19] позволяет подойти к характеристике 
солнечной активности значениями какого-то 
относительного параметра. 

Приведенные выше данные, по существу, служат 
еще одним подтверждением корректности 
представлений А.Л. Чижевского о гелиотараксии 
(возбуждающем влиянии процессов, протекающих на 
Солнце, на поведение людей). Основной закон 
гелиотараксии по А.Л. Чижевскому формулируется 
следующим образом: состояние предрасположения к 
поведению человеческих масс есть функция 
энергетической деятельности Солнца, цитировано по 
[20]. Выше мы уже отметили исследования С. Эртеля 
[3], подтвердившего взгляды А.Л. Чижевского. Более 
подробно разработка алгоритма, использованного С. 
Зртелем, описана в работах S.Ertel. Studia pskychologica 
1996 V 38 p. 3-21 и S.Ertel. Invited lecture held at 26^ 
International Congr. of Psychology in Montreal, 1996, p.1- 
16. Рассматривались события, связанные с «нарушением 
социальной стабильности снизу», которые в рамках 
принятой модели достоверно концентрировались близ 
максимумов солнечной активности в соответствующем 
11-летнем цикле. Известный субъективизм модели C. 
Эртель пытался компенсировать привлечением 
независимого способа подтверждения влияния 
солнечной активности на поведение людей. В работе 
[21] С. Эртелем анализировалась динамика изменения 
количества произведений культуры в Европе и Китае 
раздельно в период 1400-1800 тг. Совпадение 
максимумов для Европы и совершенно не связанного с 
нею Китая соответствовало максимуму солнечной 
активности. Это подтверждает влияние последней на 
эмоциональное состояние людей одинаково, как в 
Европе, так и в Китае. 

В упоминавшейся выше работе А.А. Путилова [20] 
рассмотрено более 17 тыс. событий в более чем 60 
странах, начиная с 1698 г., заканчивая 1973 г. 
Выбранный период характеризуется наибольшей 
точностью установления дат максимума и минимума 
солнечной активности в 11-летних циклах. События по 
датам распределялись на соответствующие 11-летние 
циклы и рассчитывалось среднее количество событий, 
приходящихся на 1 год. С этим значением сравнивались 
действительные значения, выявленные при нахождении 


эпох, соответствующих годам минимума и максимума 


солнечной активности соответственно. Достоверно 
выяснено, что годам из эпохи, соответствующей 
минимуму солнечной активности, соответствует 


меньшая частота событий, а максимуму солнечной 
активности — большая. Через посредство условного 
разделения событий на полярные и неполярные, 
толерантные и не толерантные автор пытается доказать, 
что полярные, не толерантные события приходятся в 
основном на годы с максимумом солнечной активности. 
В работе [22] авторы сопоставляют даты событий 
новейшей истории России и бывшего СССР с датами 
максимумов солнечной активности в 11-летних циклах 
(1991-92 rr., 1979-80 rr., 1968 r., 1956-75 гг.). 

B заключение целесообразно еще pas остановиться 
на особенностях нашего подхода при подтверждении 
справедливости утверждения А.Л. Чижевского о 
существовании гелиотараксии. Прежде всего отметим, 
что наши выводы совпадают с выводом работы [20] о 
неравномерности распределения исторических событий 
в пределах 11-летних циклов солнечной активности. 
Совпадения можно отметить и с привязками [22] 
кардинальных событий в новейшей истории России и 
бывшего СССР. Однако наши результаты получены 
существенно иным путем. 

1) Рассмотрение событий, относящихся в одной 
стране, представляется более корректным, т.к. закон 
гелиотараксии здесь реализуется в более чистом виде, 
без наложения географических и социально-культурных 
факторов. 

2) События, осуществляемые сверху, значительно 
лучше и проще детерминируются по времени и 
результатам. Власти же представляют наиболее 
активную часть масс. Однако действия властей 
направлены чаще всего Ha элиминирование 
нарушений социальной стабильности, как снизу, так 
сверху. 

3) Результативность реформ и военно- 
политических акций, определяющая coxpaHeHHe их B 
памяти поколений, связана с достижением их целей в 
краткосрочном формате или долгосрочном, не MeHee 5 
лет, функционированием. 

4) Рассмотрение периодичности в формате 
циклического календаря автоматически предполагает 
реализацию метода наложения эпох. При этом 11- 
летний цикл солнечной активности отнюдь не 
вступает в неразрешимые противоречия с 12-летним 
циклом по циклическому восточному календарю. 
Дело в том, что результаты астрофизических 
исследований Карла Вольфа и его школы [19] 
позволяют осуществить естественную система- 
тизацию хронологических данных. 

5) Известный физик-теоретик первой половины 
ХХ в. Я.И. Френкель указывал, что хорошая 
физическая теория должна быть подобна карикатуре. 
Я.И. Френкель знал толк и в физике, и в живописи, и в 
музыке. Приведенные выше стихотворные строки 
определенным образом пародируют ход 
исторического процесса и, хотя это диковато, 
отражают его периодичность. 


166 


Поляк Э.А. 


6) Субъективные обстоятельства привлечения 
внимания филологов к такого рода неординарности 
использования рифмы (речь идет о требованиях 
поэтического пародирования) побудили автора 
прибегнуть к расширенному формату стихотворного 
пародирования исторического процесса. Однако 
исходная стихотворная пародия остается наиболее 
удачной и информативной. Возможно, это связано с 
тем, что она делалась под предполагаемый рисунок, 
подтверждая тем самым полную правоту Я.И. 
Френкеля. 

Выше показано, что коротенький стихотворный 
опус пародийно-прикольного плана стал отправным 
пунктом при получении достаточно серьезных 
научных результатов, связанных с естественной 
систематизацией хронологических данных в 
соответствии со значимыми историческими 
событиями в России и бывшем СССР. В данном 
случае упоминавшиеся «богословские идеи Логоса» 
[6] воплощены в стихотворной форме пародийного 
содержания. Последнее, вероятно, не допускает 
чрезмерного удаления от «границы» и предполагает 
осуществление процесса познания в динамическом 
режиме пересечений границы от «богословских идей 
Логоса» к материалистическим, а иногда и обратно. 
«Материалистические идеи Логоса», в нашем случае, 
воплощены В естественной систематизации 
хронологических данных в связи с изменениями 
солнечной активности (см. [7,24]). 
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